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1. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments ): 

I I the international application as originally filed. 

the description, pages I -3, 5-29 , as originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages , filed with the letter of — 

pages , filed with the letter of — 



09 August 2000 (09.08.2000) 



the claims. 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-27 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



09 August 2000 (09.08.2000) 



the drawings, 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/2-2/2 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages 

I I the claims, Nos. 



I I the drawings, sheets/fig 



^ I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
— to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



I . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (lA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-14 



15-27 



1-27 



1-27 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

1) . Reference is made to the following documents; 

Dl: WO-A-93/24077 

D2: Biomaterials, 18 (1997), pages 707-713 
D3: WO-A-93/16111 
D4 : US-A-5 459 054 
D5: US-A-5 622 718. 

Documents D4 and D5 were not listed in the 
international search report. 

2) . Novelty (POT Article 33(2)): 



D2 discloses a method for producing a non-mitogenic 
substance which, following long contact with a 
living organism, does not display any immunological 
reactions and concerns a mixed polymer consisting of 
guluronic and mannuronic acid, the molar composition 
of the mannuronic acid radical comprising 70% and 
having a molecular weight of 10 to 50 kD. In an 
aqueous solution with a 0.1% concentration, the 
composition has a viscosity of 4.7 mPa . s (see 
page 710, Table 1) . The alginates are biocompatible 
and can be used in transplant surgery. 
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The present application does not meet the 
requirements of PCT Article 33(2), since the subject 
matter of Claims 15-27 is not novel. 

D3 discloses a non-mitogenic substance that has 
mixed polymers comprising 10 to 90 mol percent 
guluronic acid and a remaining percentage up to 100% 
of mannuronic acid, said polymers having a molecular 
weight of 10 to 500 kD. 

Reference is made in D3 to transplant surgery in 
which non-mitogenic substances can be used for the 
encapsulation and implantation of living cells 
without inducing immunological reactions by the 
human body. The enclosure of insulin-generating 
cells (islets) in capsules of non-mitogenic 
substances is given as a particularly important 
example. The present application does not meet the 
requirements of PCT Article 33(2), since the subject 
matter of Claims 15-27 is not novel. 

D4 discloses a purified alginate with a high 
guluronic acid content comprising, for example, 
laminaria or lessonia as starting products (see D5 : 
page 6, lines 20-40, which refers to a molecular 
weight of 797 kD) . The alginates are free from 
compounds that are similar to phenol and from 
endotoxins. The alginate composition is used to 
produce alginate capsules for transplant surgery. 

The present application does not meet the 
requirements of PCT Article 33(2), since the subject 
matter of Claims 15-27 is not novel. 
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3) 



Inventive step (PCT Article 33(3)): 



Document Dl, which is regarded as the closest prior 
art, discloses a method from which the subject 
matter of Claim 1 differs in that, following 
collection and dewatering of the precipitated 
alginate, the steps are repeated at least once more. 

The present invention can therefore be considered to 
address the problem of developing a new method for 
obtaining ultra-pure alginates. 

The solution proposed in Claim 1 of the present 
application cannot be considered inventive for the 
following reasons (PCT Article 33(3)): 

Dl discloses a method in which an alginate solution 
is treated with a complexing agent and is subjected 
to a precipitation reaction using ethanol . 
Activated carbon is added during extraction of the 
solution . 

A repetition of the steps would clearly lead to a 
purer product. 

D4 discloses a purified alginate with a high 
guluronic acid content comprising, for example, 
laminaria or lessonia as starting products (see D5 : 
page 6, lines 20-40, which refers to a molecular 
weight of 797 kD) . The alginates are free from 
compounds that are similar to phenol and from 
endotoxins. The alginate composition is used to 
produce alginate capsules for transplant surgery. 

The present application does not meet the 
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ational application No. 
PCT/EP 99/05867 



requirements of PCT Article 33(3), since the subject 
matter of the claims does not involve an inventive 
step in view of the combined technical teaching of 
D4 and Dl . 
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VIII. Certain observations on the international application 



Ini^^tional application No. 

PCT/EP 99/05867 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fijllv 
supported by the description, are made: 

Page 5 of the description shows that the following 
features are essential to the definition of the 
invention : 



(1) the production process uses clean, fresh algae 
material or dried algae material. 



(2) the algae material is treated in the presence of 
complexing agents, from which cellular 
constituents and particles are sedimented using 
a binding agent in the form of a granulate or a 
porous material. 



Since independent Claim 1 does not contain these 
features, it does not meet the requirements of PCT 
Article 6 in combination with PCT Rule 6.3(b), 
according to which each independent claim must 
contain all the technical features that are 
essential to the definition of the invention. 
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DE 



(71) (72) Anmelder und Erfinder: ZIMMERMANN, Ulrich 
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brunn (DE). 

(72) Erfinder; und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur fur US): BEHRINGER, Marcus 
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Veroffentlicht 

Mit internationalem Recherchenbericht. 



(54) Title: METHOD FOR PRODUCING ULTRA-PURE ALGINATES 



(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR GEWINNUNG HOCHGEREINIGTER ALGINATE 



(57) Abstract 

The present invention relates to a method for obtaining a 
composition of ultra-pure alginate, wherein said method comprises 
the following steps: extracting a material consisting of algae or 
raw alginate using a complexing agent in a solution; allowing the 
cellular constituents and the particles contained in the solution to 
settle; filtering the solution; precipitating the alginate contained 
in the solution and recovering the precipitated alginate. An 
alginate composition in the form of a mixed polymer consisting 
of mannuronic and guluronic acids has a ratio between the 
mannuronic acid and the guluronic acid of about 1 to 90 % and 
an average molecular weight of 1000 kD or above. 

(57) Zusammenfassung 

Ein Verfahren zur Gewinnung einer hochgereinigten Al- 
ginatzusammensetzung enthalt die Schritte: Extrahieren von Al- 
genmaterial oder Rohalginat mit einem Komplexbildner in einer 
Losung, Sedimentieren von Zellbestandteilen und Partikeln aus 
der LOsung, Filtem der LOsung, Ausfailen von Alginat aus der 
Losung und Sammein des gefailten Alginats. Eine als Misch- 
polymer aus Mannuronsaure und GuluronsSure bestehende Algi- 
natzusammensetzung besitzt ein Verhaltnis von Mannuronsaure 
zu Guluronsaure im Bereich von 1 % bis 90 % und ein mittleres 
Molekulargewicht bis zu oder oberhalb von 1.000 kD. 
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Verfahren zur Gewinnunq hochqereiniqter Alginate 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung hochgerei- 
nigter Alginate, insbesondere aus Braunalgen, und mit diesem 
Verfahren hergestellte Alginate mit einem hohen Polymerisa- 
tionsgrad sowie deren Verwendung. 

Alginate besitzen zahlreiche Anwendungen im Bereich der Le- 
bensmitteltechnik (z.B. Askar in "Alimenta", Bd. 21, 1982, S. 
165 ff.) und in der Textiltechnik, in zunehmendem MaBe jedoch 
auch in der Pharmazie, Medizin, Biochemie und Biotechnologie . 
Die nach den bisher bekannten Verfahren aus Algenpf lanzen ge- 
wonnenen Alginate (Ubersicht beispielsweise in D.J. McHugh : 
"Production and Utilization of Products from Commercial Sea- 
weets" in "FAO Fisheries Technical Papers", Bd. 288, 1987, 
Chap. 2) sind durch Schwankungen der Zusammensetzung und der 
Struktur sowie durch Verunreinigungen gekennzeichnet . Dies 
ergibt sich daraus, daft das Rohalginat aus Biomasse extra- 
hiert wird, die aus Wildpopulationen gewonnen wird. Die ins- 
besondere in Kustengewassern wachsenden Algenpopulationen 
sind zahlreichen geographischen, saisonalen und stofflichen 
(Umweltverschmutzung) Einflussen ausgesetzt. Hinzu kommt, daB 
bei der Ernte die Algen ggf . geraeinsam mit Fremdstoffen ein- 
gesammelt und zur Konservierung bzw, zur EntfSrbung einer 
chemischen Behandlung (z.B. mit Formalin und/oder Hypochlo- 
rid) unterzogen werden. 

Die bis jetzt verfugbaren Rohalginate sind daher Mischpolyme- 
re variabler Struktur mit Verunreinigungen, zu denen insbe- 
sondere toxische Chemikalien zahlen konnen. Da in der Lebens- 
mittel- und Textiltechnik vorrangig Interesse an den gelbil- 
denden Eigenschaf ten der Alginate besteht, wurden Verfahren 
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2ur Nachreinigung oder Reinigung der Rohalginate, wie sie im 
folgenden erlautert werden, erst fur die biologisch- 
medizinischen Anwendungen entwickelt. 

Verfahren zur Reinigung von Alginaten (wie sie z.B. von den 
Unternehmen Keltone LV oder Kelco Nutrasweet verfiigbar sind) 
werden beispielsweise in DE-OS 4 204 012, US-A 5 429 821 
(bzw. US-A 5 656 468) und in der Publikation von P. De Vos et 
al. in "Diabetologia" (Bd. 40, 1997, S. 262 ff.) beschrieben. 
Diese Verfahren besitzen generell die Nachteile eines hohen 
Energieaufwandes (Anwendungen einer Elektrophorese, Gefrier- 
trocknung oder Zentrif ugation, Erhitzung oder Kochen) , einer 
hohen Umweltbelastung (Verwendung von Sauren wie HCl, H2SO4, 
biologisch nicht-abbaubaren Losungsmitteln wie CHCI3 oder 
Schwermetallionen wie beispielsweise Barium, Blei oder Kadmi- 
um) und einer Beschrankung des erzielbaren mittleren Moleku- 
largewichts des gereinigten Endmaterials . Weitere Nachteile 
der herkommlichen Verfahren ergeben sich im einzelnen aus den 
folgenden Erlauterungen : 

Bei dem aus DE-OS 42 04 012 bekannten Verfahren wird eine 
Rohalginatlosung einer Behandlung mit einem Komplexbildner, 
einer Saureextraktion bei hohen Temperaturen (rund 70 °C) , 
einer Waschung, einer Behandlung mit konzentriertem Alkohol 
(rund 80 %) und einer weiteren Behandlung mit einem Komplex- 
bildner ausgesetzt. AnschlieJbend folgt ein Dialysevorgang und 
eine Gef riertrocknung (oder Elektrophorese oder Zentrif ugati- 
on) zur Gewinnung des gereinigten Alginats. Dieses Verfahren 
ist wegen des hohen Energieauf wands, der grofien Anzahl von 
Verfahrensschritten, dem Einsatz von toxischen Materialien 
(z.B. Barium als Komplexbildner) und der Beschrankung auf 
Alginate (< 500 kO) nachteilig. Ein besonderes Problem ist 
jedoch, dafi der Reinigungsef f ekt dieses Verfahrens nur be- 
schrankt ist. 
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In DE-OS 42 04 012 werden die gereinigten Alginate zwar als 
mitogenfreie Substanzen benannt, dies jedoch lediglich unter 
der Annahme einer Mitogenf reiheit , falls in vorbestimmten 
Tierversuchen keine Entzundungsreaktionen beobachtet werden, 
sowie einer Unbedenklichkeit weiterer Komponenten, die im 
hochgereinigen Alginat verblieben. Es hat sich jedoch ge- 
zeigt, dafi die am Ende der 80er Jahre entwickelten und in DE- 
OS 42 04 012 implementierten Tierversuche nicht geeignet 
sind, eine Mitogenf reiheit nachzuweisen, die den Anforderun- 
gen der modernen biomedizinischen Anwendungen, z.B. der Im- 
plantationstechnik, erfullt. So wurden die Tierversuche beim 
herkoimlichen Reinigungsverf ahren mit sogenannten Lewis- 
Ratten durchgefuhrt. Inzwischen konnte jedoch durch G. Klock 
et al. in "Biomaterials" (Bd. 18, 1997, S. 707ff) und durch 
P. Crohn (Dissertation Universitat Wiirzburg, 1998) nachgewie- 
sen werden, daR die Lewis-Ratten eine relativ geringe Emp- 
findlichkeit gegenuber mitogenen Substanzen besitzen. Implan- 
tierte Alginat-Kapseln, die bei Lewis-Ratten nach drei Wochen 
keine Entzundungsreaktionen auslosten, fiihrten beispielsweise 
bei sogenannten BB-OK-Ratten ("Bio Breeding / Ottawa Karls- 
burg") zu Entzundungsreaktionen. Daraus ergibt sich, dali die 
aus DE-OS 42 04 012 bekannten mitogenf reien Substanzen tat- 
sachlich nicht als hochgereinigt betrachtet werden konnen und 
wegen verminderter Biokompatibilitat bei biomedizinischen An- 
wendungen nur beschrankt einsetzbar sind. 

Bei dem aus US-A 5,429,821 bzw. US-A 5,656,468 bekannten Rei- 
nigungsverf ahren wird ebenfalls eine Saurefallung durchge- 
fuhrt. Es sind wiederum Hochtemperaturverf ahrensschritte und 
zur endgultigen Alginatgewinnung eine Zentrif ugation, Elek- 
trophorese oder Gef riertrocknung erf orderlich . Die nach die- 
sem Verfahren gewonnenen Alginate sind auf Molekulargewichte 
unterhalb 200 kD beschrankt. Es folgt eine Trocknung bei 
80°C, bei der im Mischpolymer Trocknungsartef akte durch 
Struktur- Oder Stof f umsetzungen entstehen konnen. 
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Ein besonderes Proble. stellt die Beschr.nkung auf relativ 
ger.nge Molekulargewichte dar. So ist beispielsweise aus 

irn^obilized Enzymes" von J. Chibata (A Halsted Press Boo., 
John W.ley . Sons, 1978, bekannt, da. die Bio-Toxizit.t von 
Materxalien mit der Zunahme des Molekulargewichts abninunt . 

Schlie/Jlich ist auch das oben genannte Verfahren nach P de 
yos et al. durch zahlreiche Verf ahrensschritte, einschlie.- 
ixch einer S.uref .Hung, de. Einsatz toxischer Che.ikalien 
(Chloroform) , die Verwendung hochkonzentrierten Ethanols 
(rund 70%) und die Anwendung einer Zentrif ugation, Elektro- 
Phorese oder Gef riertrocknung gekennzeichnet . 

Ein weiterer Nachteil samtlicher Reinigungsverf ahren besteht 
xn deren Beschrankung auf die Reinigung kommerziell verfagba- 
rer Rohalginate. Die Verfahren sind nicht auf Frischmaterial 
Oder geerntete Biomasse anwendbar. Aulierdem sind die Verfah- 
ren aufgrund der umstandlichen Verf ahrensf uhrung, des Ener- 
gxeaufwands und dem Einsatz toxischer Chemikalien fur eine 
groBtechnische Anwendung nicht praktikabel. 

Die Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren zur Gewinnung 
hochgereinigter Alginate anzugeben, mit dem die Nachteile 
herk5mmlicher Reinigungsverf ahren vermieden werden und die 
Herstellung eines hochgereinigten Alginats, insbesondere in 
groBtechnischem MaiJstab, erm5glicht wird. Die Aufgabe der Er- 
fxndung ist es auch, ein neuartiges Alginat, insbesondere mit 
exnem gegenUber den herk5mmlichen Alginaten erhohten Moleku- 
largewicht, bzw. einer erhohten Viskositat, anzugeben. 

Diese Aufgabe wird durch ein Verfahren bzw. eine Alginatzu- 
sammensetzung mit den Merkmalen gemMii den Patentanspruchen 1 
bzw. 16 gel5st. Vorteilhafte Ausf uhrungsf ormen und Verwendun- 
gen der Erfindung ergeben sich aus den abh.ngigen Anspr.chen 
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Unter einem hochgereinigten Alginat wird hier eine reprodu- 
zierbar herstellbare Alginatzusammensetzung verstanden, die 
vorbestinunte Molekulargewicht- und/oder Viskositatsparameter 
besitzt und eine hohe Sterilitat, Reinheit und Biokompatibx- 
litat aufweist. Letzteres Merkmal bezieht sich beispielsweise 
darauf, dali mit erf indungsgemaB hochgereinigten Alginaten in 
autoimmundiabetischen BB/OK-Ratten auch nach mehrwochiger Im- 
plantation keine oder eine vernachlassigbar geringe Fremdkor- 
perreaktion ausgelost wird. 

im Onterschied zu den herkommlichen Reinigungsverf ahren, die 
samtlich an kommerziell verftigbare Rohalginate angepal^t srnd, 
die jedoch Verschnitte oder Mischungen aus verschiedenen Al- 
genmaterialien unter Einschlufi von tierischen oder anderen 
Fremdmaterialien darstellen und somit grundsatzlich nicht 
hochgereinigtes Alginat ergeben konnen, wird erf indungsgemafi 
eine Alginatherstellung oder -gewinnung angegeben, dre vor- 
zugsweise von sauberem Algenf rischmaterial oder getrocknetem 
Algenmaterial als Ausgangsstof f ausgeht. Es ist insbesondere 
vorgesehen, dali zunachst das Algenmaterial in Gegenwart von 
Komplexbildnern behandelt wird, worauf mit einem Bindemittel 
in Form eines Granulats oder einem vergleichbaren porosen Ma- 
terial Zellbestandteile und Partikel sedimentiert werden. 
Nach einer Filtration erfolgt ein Fallungsschritt , vorzugs- 
weise unter gleichzeitigem Einblasen eines Tragergases, unter 
dessen Wirkung das ausgefallte Alginat auf der L5sung auf- 
schwimmt. Dieses Aufschaumen (Floatieren) ist nicht zwingend 
erforderlich- Ausgefalltes Alginat kann auch anderweitig aus 
der Losung getrennt werden (z.B. durch einen Dekantiervor- 
gang) . Das derart gewonnene Alginat kann von der Losungsober- 
flache abgenommen oder als Ruckstand nach dem Dekantieren 
aufgenommen und an Luft oder mit einer Filterpresse entwass- 
sert werden. Je nach Anwendungsf all wird dieser Reinigungs- 
vorgang bzw. Teilschritte dieses Reinigungsvorgangs einmalig 
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Oder .ehrmals durchg.f.hrt . Nach der letzten Reinigung ar- 
foagt e.n abschlieBendes Waschen u„d Lufttrc=knen . 

Dia.e ve.fahrenswaise besitzt die .ol.enden Vcrteile. Bai der 
Alg.natgawxnnung „ird vollstSndig auf toxischa Cha^ikalian 
und Hcchtamperatu.badingungan var.ichtat. Dia ainzelnan Var- 
fahransschritta basiaren auf an sxch ba.annten und ainfach 
baharrachbaran Techni.an, daran erflndungsga^a^e Kc^ination 
basondars vortailnaft in Ba.ug auf die Varf ab.ens.oaten , dan 
Matar.alauf„and und dia Pro.a»ge3ch„indig.ait ist. Es wl.d 
erstmalig i. cegensat. alien herW^iichan Reinigung.var- 

eLlr" ^— nan Aigi„at.ata.iai3 

erreicht, ao daB aich dasaan Anwendungsgabiat arhablich ins- 
besondere in der Bioiogie und Medizin, ar„eitert. oas e^f.n- 
dungsge^SB hergaatallte, bioko^patibia Product basiert aus- 
schiieMich auf Aiginat. Daa Alginat iat frei von Zusatzatof- 
w.e z. B. I,™unauppressiva odar in^unati^uiiarendan Sub- 
atanzen Oder Phanoian oder Phenoi-anniichan Verbindungen, u„d 
kann in draaam Zuatand unmittalbar angawandat warden. 

Die varfahranaachritta kdnnen ohne Probia.a in verh.itnia..- 

klerna. Ma.atab, z.B. an» Ort der Algenernta, odar auch 
gro«tachniach durchgafUhrt warden. Durch gazieite Steuarung 
der rallungarea.tion warden Verunrainigungan durch rucoidan 
ausgaacioaaan. ao da. aich dia .einnert daa gewonnenen Ai i- 
nata rm Varglaich mit herkb^lichen Alginaten varbeaaert. 

Die u„.ittelbare Verarbeitung von Aigan„atarial basitzt aine 
Rerhe von Vorteiien. Eratans warden Nachtaiie bei der har- 
k«,„miichen Aiganarnte, die sich durch Zersetzung und Verrot- 
tung a. Erntaort und dia konaervierende Che^ikalienbahandlung 
ergeben, voilatandig ver.eidbar. Zweitana laasen aich dia ge 
erntatan Algen nach Organen odar Gawabaabschnitten trennan 
bavor die Alginatgewinnung durchgefuhrt wird. Da aich die ' 
verschiedenen Algengawaba durch verachiadene Verhaitniase der 
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monomeren Mannuronsaure und Guluronsaure unterscheiden, kon- 
nen gezielt hochgereinigte Alginate mit einer bestimmten Man- 
nuron-Guluron-Zusammensetzung hergestellt werden. Entspre- 
chendes gilt fur die Wahl bestimmter Gewebeteile zur Erzie- 
lung eines bestimmten Molekulargewichts . Es lassen sich er- 
findungsgemalie Alginatzusammensetzungen mit einem Molekular- 
gewicht von mehr als 1.000 kD gewinnen. Schlielilich kommt das 
erfindungsgemafie Verfahren ohne aufwendige Zentrif ugations- 
schritte aus, wodurch die praktische Implementierung weiter 
vereinfacht wird. Die gezielte Gewinnung verschiedener Sorten 
hochreinen Alginats (z.B. guluronat- bzw. mannuronatreiches 
Alginat) laJit sich auch durch gezielte Gewinnung aus bestimm- 
ten Algenspezies {Laminarales . Ectocarpales , Fucales und an- 
deren Alginat enhaltenden Algenspezies) realisieren, die sich 
durch die chemische Struktur des jeweiligen Alginats unter- 
scheiden. Bei der organspezif ischen Selektion werden hinge- 
gen Phylloide, Cauloide und Rhizoide der Algen getrennt und 
separat verarbeitet. Diese Dif f erenzierung kann weiter ver- 
feinert werden, in dem einzelne Gewebe der verschiedenen Or- 
gane getrennt und das Alginat aus diesen Geweben separat ge- 
wonnen wird. 

Die Erfindung ist insbesondere zur Alginatgewinnung aus fri- 
schem Oder getrockneten Algenmaterial (insbesondere Braunal- 
gen) angepaiit . Es ist jedoch auch moglich, mit dem erfin- 
dungsgemali Verfahren kommerziell verfiigbare Rohalginate zu 
reinigen oder das erf indungsgemali Verfahren mit bestimmten 
Wasch- Oder Trennschritten (z.B. Zentrif ugation) zu kombinie- 
ren, die aus den herkommlichen Reinigungsverf ahren bekannt 
sind . 

Vorteile der Erfindung ergeben sich auch daraus, dali das 
hochreine Alginat unmittelbar aus den Algenpf lanzen unter 
Kontrolle samtlicher Prozefischritte gewonnen wird. Es werden 
toxische Chemikalien (insbesondere Losungsmittel) vermieden. 
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so da. em Exn.atz for pharma.eutische ZwaC. ohne weiterea 
™o,I..H ist. oas .uf3ch.u.e„ des aua.efallten *I,i„ats stent 
e.n besonders einfache. u„d energiear-nes Abtrennverfahren 

GemaB einar bevorzugten Ausf ahrungsf or. der Erfindung warden 
dre folganden Verfahrenaschritte .unachst an Alganf risch„ate- 
rxal Oder getroc.nete. Material durchgefabrt und anschliefiend 
an hochgereinigtem Algrnat teilweisa wiederholt, das bel. er- 
sten Oder frflheren Verf ahrensablauf en gewonnen „urde Das Al 
genmaterial bzw. to™„erzielle Alginat wird im folgenden als 
Ausgangsmaterial bezeichnet. 

Erfindungsgemao „ird das Ausgangsmaterial zunachst in Gegen- 
wart von Ko^plexbildnern, ggf. m sodalasung (siehe un- 

ten, Berspiel 1), e.trahiert. AnsohlieBend warden in der L6- 
sung vorhandene Zellbestandteile ™d Partikel d.rch Zugabe 
eines Granulats nnd falls erforderllch durch Zugabe von lo- 
nenaustauschern (wie z.B. Ar*,erlit) zur Sedimentation ge- 
braoht und die Lasung ansohlie«end gefiltert. Die Sedi.enta- 
txon kann alternativ unter Verwendung von Elektrographit 
(z.B. in Kugelchen-Forn,) vorgenonmen werden. Dabei „ird Elek- 
trographit in die L5sung eingerUhrt und durch einen Stromflu. 
zw.schen zwei in die LSsung eingehangten Elektroden aufgela- 
den. Die geladenen ElektrographitkUgelchan zeigen eine Akku- 
mulation von Verunreinigungen, die hier die betreffenden 
zellbestandteile und Fremdpartikel umfassen. Die Sedimenta- 
tion „xrd vorzugsweise bei der Reinigung kommerzlelen Al- 
grnatmaterials eingesetzt, kann aber anwendungsabhangig auch 
ganz wegfallen (siehe unten, Beispiel 2). Der Filterschritt 
kann eine mehrfache Filterung mit aohrittweise sioh verrin- 
gernder PorengraBe z.B. von 15 pm bis 0.1 pm umfassen. Aua 
der gefilterten Lasung „ird das Alginat durch ein geeignetea 
Fallungsmittel ausgefallt. Die FMUung „ird vorzugsweise mit 
ernem Alkohol <z.B. Ethanol) durchgefuhrt . Es kann aber auch 
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eine Saure Oder ein anderes geeignates FSllungsmittel verwen- 
det warden. Die Alkoholkonzentration wird im Bereich zwischen 
10% bis 50%, vorzugsweise im Bereich von 30% bis rd. 50% ge- 
v,ahlt in diesem Konzentrationsbereich bleiben Verunreinigun- 
gen durch inm>unologisch aktive Polysaccharide wie z.B. Fucor- 
dan in der Losung und k6nnen somit vom Rlginat getrennt war- 
den Falls hohere alkoholkonzentrationen wie z.B. beim Ver- 
fahien nach oe vos et al . verwendet werden. so kennen diese 
unerwanschten Polysaccharide nicht abgetrennt werden. Wahrend 
der ..sf.llung erfolgt vorzugsweise eine Durchstre.ung der 
L6sung mit einem Treibgas (z.B. Lu£t, . Das ausgefsllte Algr- 
nat Wird durch die eingeblasene Luft nach oben aufgetrreben 
und kann von der L5sungsoberf iSche leicht mit einer geeigne- 
ten Einrichtung (z.B. Netz, Sieb oder dergl . ) von der Losung 
abgetrennt werden. Anschlieliend wird das gesaK«r,elte Mgrnat 
mit einer Filterpresse entwassert. 

Die genannten Verfahrensschritte werden anwendungsabhangig 
ganz, teilweise Oder in teilweise modif izierter Form 
!iederholt. Nach dem letzten Verfahrensablauf wird das hoch- 
glreinigte Alginat in Ethanol und gg£ . anschlie.end in Wasser 
gewaschen und bei Raumtemperatur luftgetrocknet . 

Das gereinigte Alginat besitzt in Abhangigkeit vom Ausgangs- 
material ein Verhaltnis der Monomeren Mannuronsiiure und Gulu- 

n 1 - c, lentsprechend 1% bis 90% Man- 
ronsaure im Bererch von 0.1 - 9 (entspre 

nuronsaure, und ein mittleres Molekulargewicht von ca. 10 
bis mehr als 1000 kD. Derart gereinigtes, bei einer autoim- 
mundiabetischen BB/OK Hatte implantiertes Alginat last nach 
einer Implantationszeit von 3 Wochen keine oder nur erne sehr 
schwache Fremdkarperreaktion aus, wie im einzalnen untan er- 
lautert wird. 

Das beschriebene Verfahren zur Alginatgewinnung kann in Bezug 
auf das Fallungsmittel, die Wahl des Sedimentationsmittels, 
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die Wahl des inerten Treibgases das n 

gesetzten Kieselgur ..„n auch Jedes and" ^ " 

— — o,.ap...e, a. t:.: rr"" 

Gegenatand der Erfindung i=t auch ein ho=hgereini«es Alai 
nat, das als «i3chpoIy„er au3 Mannuron.aure und 
.n ein.„ VerhMtnls i„ Bereich von 1% m= . ' 

rd. 70.. .esteht, „ittXe.e «o e.ll^r r°"'"^ 

ICOO .0, ..ndestens ,edoc. ,.a.e. at ^o r:::.""" 

ErfindungsgemSBe Alginate zeichn.n sich aufgrund ih. 
flndungsge^MBen Verfahren du.ch charakteriatische Stoff 

scHe Pat . l^^\^"r :r"^" -.a.te.3.i- 

^«.ba. 3ind B. ; tt r I ^^"^^ 
. visKositatl, als auch Parameter, die al, 

Eigenachaften der erf indungagema. entfernten Verunrln ■ 
suchen and in Zellkulturen etc.) Txerver- 

-,.nata „it einer o.i!:: eTKcttt: .t 

.oaitat i. Bereich von 1„ .i. i^ .Pa a. Ores te 

heblich hoheren Wert gegenuber der Via.osxtat h " 

vasKositat herkormnlicher 



PCT/EP99/05867 
WO 00/09566 1 1 

Alginatlosungen gleicher Konzentration (rd. 1 bis 5 mPa s) 
dar Bei 0.5%igen Losungen erf indungsgemalier Alginate ergxbt 
sich eine Viskositat von 280 mPa s. Die Viskositat der Alg.- 
natlosungen warden mit einem Kugelrollviskosimeter (Typ: AMV- 
200, Anton Paar KG, Graz, Osterreich) bestimmt. Aus den Vxs- 
kositatswerten wird mittels der Verfahren nach Huggxns 

c^^ " Rd 64 1942, S. 2716 ff.) und Kramer 
("J. Am. Chem. Soc. , aa. o^, 

("ind Eng. Chem.", Bd. 30, 1938, S. 1200 ff-) das Molekular- 
gewicht bestimmt. Es ergeben sich bei den erf indungsgemalien 
Alginaten mittlere Molekulargewichte grofier als 250 kD. 

Erfindungsgemalie Alginate sind frei von Phenolen und 
phenol^hnlichen Verbindungen, insbesondere von Polyphenolen, 
die sich aus Phloroglucinol zusammensetzen, und Phenol- 
Protein-Verbindungen.Bei einer Anregungswellenlange von 
366 nm besitzen erf indungsgemalie Alginate, abgesehen von ex- 
ner Losungsmittelf luoreszenz (Raman-Bande des Wassers) be. 
418 nm im Spekt ralbereich von 380 bis 550 nm keine Fluores- 
zenzemissionen. Die Phenol- und Polyphenol-Freiheit erfxn- 
dungsgem..er Alginate ergibt sich auch aus Farbtests unter 
verwendung der Folin-Denis-Reaganz oder mit Dimethoxybenzal- 
dehyd (DMBA) . Erfindungsgemalie Alginate besitzen bex dxesen 
Farbtests, abgesehen von der Losungsmittelabsorption, kexne 
Extinktion. 

ErfindungsgemaBe Alginate sind praktisch frei von Substanzen 
(z B Proteinen), die bei einer Wellenlange von 350 nm absor- 
bieren. Die Proteinf reiheit zeigt sich wiederum bei exner 
Fluoreszenzmessung mit einer Anregungswellenlange von 270 nm 
die, abgesehen von der Losungsmittelf luoreszenz , im Spektral 
bereich von 300 bis 500 nm keine Fluoreszenzemission ergxbt. 
Die Proteinfreiheit erf indungsgemalier Alginate wird auch mxt 
dem photometrischen Proteinnachweis nach Bradford ("Anal. 
Biochem.", Bd. 72, 1976, S. 248 ff.) gezeigt. 
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Erfindungsge.a6e Alginate sind auch Endoto.in-f„i Endotc 
-ne s.nd Verun.einigungen. die bei einer Implanta^ 
I.™unrea.tio„raa.tio„ dea E.pWngers auaLT^ " 
au= den .eiian.nden de. ^a.e.ie^ienl^^^^^ rr:;:::! 
nate in herk6n™,liche Slganextrakte gelangen Erfind 

Kingehalt von weniger als 14,5 Endotoxineinheitan p.o Milli- 
ter Alg.natl.sung .Me.va.fah.en: ,ua„titave EndoLinL- 
stin^ung mit Limulus AmSbo.yten Lysat-Test) . 

Erfind ^^^^ ^^^^^^^^^ he..5n™ii..en 

Alg.nata«ra.ten bio.o.patibel, soweit dies durch die unten 
e.lautetten XTT- und MTT-Tests und Versuc.e an BB/OK-Hatten 
gezeigt wird. fatten 

Bevo„ngte Anwendungen einea derartigen, hochgereinigten Al- 

a 3.nd die T.anaplantationa.hi.u.gie. bei de. lebe de 
zellen in einer Alginat.apael eingeachloasen ond ohne die 
si ii:! 7""°^°^^-''" -^^""-n i„ K«rper eines Lebewe- 
in deH b r" ^-^-«^"^^te Alglnat .ann auch 

in den Oebieten der Lebens.ittel- oder Te.tiltechni. zur Er- 

o ng der Vertr«glic..eit beati™ter Na.rungs.ittel Oder 
Sto«e eingesetzt harden. Es wird betont, daB das oben erlau- 
terte erf indungsge^^.e Verfahren auch zur Herstellung Hocbga- 
r inrgten Alginata .it garingere. Mole.ulargewicht bis " 
-LUUO kD geeignet ist. 

Weitere Vorteile und Ein.elheiten der Erfindung .erden 
folgenden, ins.esondere unter Be.ug auf die beigefUgten 
Figuren beschrieben. Es zeigen: 

^ig- 1 eine Schnittansicht eines Dusenkopfes zur 

Herstellung von Alginatkapseln, 
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Pig, 2 Fluoreszenzspektren zur Demonstration der 

Phenolfreiheit erf indungsgemalier Alginate, 

Pig. 3 Fluoreszenzspektren zur Demonstration der 

Proteinfreiheit erf indungsgemaiier Alginate, 

und 

Pig. 4 Ergebnisse eines Lymphozytenstimulationstests 

zur Demonstration der Immunogenf reiheit 
erf indungsgemafier Alginate. 



Ausftihrunqsbeispiele 

im folgenden werden konkrete Ausgestaltungen der oben allge- 
mein erlauterten Verf ahrensweise an Beispielen beschrieben. 
Dabei wird ohne Beschrankung auf die Reinigung bzw. Verwen- 
dung von Alginatmaterial auf der Basis von Braunalgen Bezug 
genommen. Anstelle von Braunalgen konnen allgemein alle algx- 
natenthaltenden Salzwasser- oder Sufiwasser-Algen verwendet 
werden. Die Reinigung von Alginatmaterial aus anderen Algen 
erfolgt in entsprechender Weise. 

Das Ausgangsmaterial umfafit (1) frische Braunalgen, (2) ge- 
trocknete Braunalgen oder (3) kommerzielles Alginat. Als 
Frischmaterial (1) werden in der Natur oder in einem Kulti- 
vierungsraum oder Gewachshaus geerntete Braunalgen oder 
Braunalgenteile aus vorbestimmten Entwicklungsstadien des Le 
benszyklus der Algen oder entsprechendes in einem homogenen 
Bioreaktor kultiviertes Algenmaterial verwendet. Das Trocken 
material (2) besteht aus getrockneten Braunalgen, die ent- 
sprechend diesen Alternativen gewonnen wurden. 
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Beispiel 1 

Beim ersten Beispiel „i.d auf 80 , troc.ene und anschlie^end 
^.ede. ..dratisierte ,,e„.33e.te, .x,e„ Bezug ,e„o™e„. 
.o™.er..elie,„ ^Iginat, des.en Troc.engewicht n.r ..„d 1, de. 
rr.s.hge„icht3 aus^acht, „i.d entsprechend weniger T.oc.enge- 
w.cht eingesetzt. Das troc.ene Material ,z.B. i^a.inaraie. 
Fucales) ge™«8 ,2, oder (3, „ird Je nach Ausgangs.enge fur 
^ehrere stunden in „ar.e. Leitungs„asser gew.ssert. Oies .a„„ 
b rspreiswerse bei Leit.ngs^asser .it einer Te.peratur von 
40 C ™.ndestens 3 bis 4 Stunden dauern, wobei das Wasser 
^ehrfach ausgetausoht wird Oder flieBt. Bei Ver„end„„g von 
kalteran, Wasser muB die Wasserung entsprechend verlangert 
werden Die w.sserung erfolgt vorzugsweise dadurch, da» das 
Material rn einem wasserdurohlassigen Behaltnis ,z.B. wasser- 
durchlassiger Sack) in flieOendes Leitungswas.er geh.ngt 
"ird. Bei wasserung in stehendem Wasser wird das Material z 
B. bar ernem Ausgangstrockengewicht von rund 80 g getrocknel 
ter Algen (entsprechend 10% des Frischgewichts von rund eOO 
g) 3 bis 6 1 wasser gewassert. Nach der Wasserung erfolgt 
dre verfahrensweise fur alle drei genannten Arten von Aus- 
gangsioaterial (1) bis (3) analog. 

Das Material „ird in rund 5.7 1 einer 25 « EDTA-Lasung (Acjua 
de . bz„. de.ineralisiertes Wasser, suspendiert ,bz„. i™ 
ralle von ko^erzielle™ Alginat ,3, gel«st, . Die Einwirkung 
der Ethyle„dia.intetraessigsaure,EDTA,-L6sung erfolgt .inde- 
stens 10 Stunden. Die Einwirkungszeit kann verkUrzt werden 
wenn die Suspension laufend geruhrt wird. Mit staigender eIu- 
wrrkungszert verbessert sich die Ausbeute an gereinigte. Al- 
eine E' -9"«hrte„ Suspension kann beispielsweise 

erne Ernwrrkungszeit von mehreren Tagen vorgesehen sein 
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Anschlieliend werden 5% NazCOa und EDTA als Festsubstanzen un- 
ter Riihren zugegeben. Die EDTA-Menge wird derart gewahlt, dafi 
eine 50 mM-EDTA-Losung gebildet wird. Die Suspension wird so- 
lange geriihrt, bis eine homogene (f eindisperse) Losung vor- 
liegt. Dieser Zustand ist insbesondere dann erreicht, wenn in 
der Losung nur noch wenige Zellbestandteile sichtbar sind. 
Anschlieliend werden rund 34 g Kieselgur unter Ruhren zuge- 
setzt und die Losung fiir mindestens 2 Tage geriihrt. Es ist 
alternativ moglich, das Kieselgur zusammen mit NazCOg und EDTA 
unter Ruhren zuzugeben. Es kann anwendungsabhangig (insbeson- 
dere in Abhangigkeit vom verwendeten Braunalgenmaterial ) vor- 
gesehen sein, zusatzlich lonenaustauschermaterial gleichzei- 
tig mit dem Kieselgur oder Elektrographit zuzugeben. Es ist 
beispielsweise moglich, zusatzlich 34.2 g Amberlit als lonen- 
austauscher zuzusetzen, das vorher einer Reinigung unterzogen 
worden ist. Diese Reinigung dient der Entfernung toxischer 

Substanzen und umfafit eine Wasserung in flieiiendem Wasser 

(Dauer rund 3 Stunden) . 

Nach der Kieselgurbehandiung wird das Volumen der Losung mit 
demineralisiertem Wasser auf 22.8 1 verdiinnt, urn die Viskosi- 
tat zu verringern. Die Verdunnung wird allgemein derart ge- 
wahlt, dali die Losung anschlieliend filtrierbar ist. Der Was- 
serzusatz hangt somit insbesondere auch vom verwendeten 
Braunalgenmaterial ab. Nach der Verdunnung und kurzzeitigem 
Durchruhren wird die Losung fiir mindestens 10 Stunden stehen- 
gelassen, um feste Bestandteile sedimentieren zu lassen. Die 
Standzeit kann auch im Bereich von Tagen liegen. Der Ober- 
stand wird abdekantiert und filtriert. Die Filtration erfolgt 
mehrstufig, wobei erst ein Tiefenfilter mit einer Porengrofie 
von 15 pm und anschlieliend ein Filter mit einer Porengrofie 
von 0.1 vim verwendet wird. 
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Anschlieliend folgt ein Salzzusatz zu dem Filtrat. Es wird der 
Zusatz von KCl bevorzugt, wobei anwendungsabhangig auch ande- 
re, entsprechende Salze eingesetzt warden konnen . Es wird so- 
viel KCl als Festsubstanz zugegeben, daB sich eine 0.13 M 
KCl-Losung ergibt . 

Anschlie/Jend folgt eine Ethanol-Fallung . Die Menge des Etha- 
nolzusatzes hangt davon ab, wieviel Fucoidan sich in> Material 
befxndet. Bei der ersten Ethanolf allung sollte die Etha- 
nolendkonzentration bei Anwesenheit von Fucoidan nicht 40- 
uberschreiten, da sonst das Fucoidan mit ausfallt. Beim ange- 
gebenen Beispiel werden rund 12 1 99%iger Ethanol zugesetzt 
so daB die Endkonzentration des Ethanol in der Gesamtlosung ' 
bex rund 34% liegt. Es kann auch vorgesehen sein, daB die 
Ethanolkonzentration in Abhangigkeit von der Art des Ausfal- 
lens des Alginats gewahlt wird. Durch Variation der Ethanol- 
konzentration kann erzielt werden, daB das Alginat fadenfor- 
mxg Oder watteformig ausfallt. Eine derartige Ausf allung wird 
nach Moglichkeit angestrebt, damit das Alginat aufschwinm^t 
bzw. weiterverarbeitet werden kann, wie dies unten erlautert 
wird. 

Anstelle von Ethanol kann auch mindestens ein anderer Alkohol 
(z. B. isopropanol) oder eine Fallungssaure zugegeben werden 
wobei die Konzentration sich nach den genannten Kriterien 
richtet , 

Wahrend der Fallung erfolgt eine Durchstromung der L6sung mit 
einem Treibgas (z.B. Luft) . Das ausgefallte Alginat wird wah- 
rend der Fallung, d.h. izn Entstehen, durch die eingeblasene 
Luft nach oben aufgetrieben und kann von der Losungsoberf la- 
che leicht mit einer geeigneten Einrichtung (z.B. Netz, Sieb 
Oder dgl.) von der Losung abgehoben werden. Das ausgefallte ' 
Alginat kann auch ohne Treibgaszusatz durch Dekantieren oder 
Umruhren mit einer Ruhreinrichtung, an der ausgefalltes Algi- 
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nat haften bleibt, gesanunelt werden. Anschlieliend wird das 
gesammelte Alginat mit einer Filterpresse entwassert, um dem 
stark hygroskopischen Material zumindest teilweise Wasser zu 
entziehen . 

Die bis hier realisierten Verf ahrensschritte werden anwen- 
dungsabhangig ganz, teilweise oder teilweise unter modifi- 
zierten Bedingungen wiederholt. Danach wird eine Weiterverar- 
beitung des gefallten Alginats wie folgt durchgef uhrt . 

Das gef.llte Alginat wird in 11.4 1 und 0.5 M-KCl/10 roM-EDTA- 
Losung aufgelost. Die Auflosung erfolgt unter Rtihren, bxs ei- 
ne homogene Losung vorliegt. Anschlieliend folgt eine zweite 
Fallung mit rund 10 1 einer 99%igen Ethanollosung unter 
Treibgaszuftihrung. Unter diesen Bedingungen betragt die Alko- 
holkonzentration in der Gesamtlosung rund 44%. Bei dieser 
zweiten Fallung kann eine hohere Alkohol- (bzw. Saure-)Kon- 
zentration gewahlt werden, da das Fucoidan (siehe oben) be- 
reits abgetrennt ist. Allerdings wird die Konzentration des 
Fallungsmittels wiederum so eingestellt, da^ die Bildung von 
faden- oder watteartigem Alginat gefordert wird. Bei nxcht- 
optimaler Alkoholkonzentration ist das Alginat gelatineartig 
und kann somit nicht flotiert werden ( Auf schwirmnen unter 
Treibgaswirkung) . 

Anschliefbend wird das gefallte Alginat wieder durch eine Fil- 
terpresse entwassert und mehrmals mit der 10-fachen Menge ei- 
ner 70%igen Ethanollosung gewaschen. Anschlieliend wird das 
Material bei Raumtemperatur getrocknet. Die Trocknung kann 
anwendungsabhangig unter sterilen Bedingungen erfolgen. Es 
kann nach der Waschung mit Ethanol vorgesehen sein, das Mate- 
rial mehrfach mit demineralisiertem Wasser zu waschen oder 
gegen demineralisiertes Wasser zu dialysieren, um Restspuren 
von Begleitstoffen zu entfernen. 
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Die Zahl der erf indungsgemal^ ciurchgef uhrten l i 

.ch nach .en Ve..„.ei„.,u„.e„ ,e„ to.ischen LZluT 

ten im Ausgangsmaterial. =eiproauk 

Die Gewet,evertraglich.eit des entsp.echend de. Bei.piel ,e- 
wonnenen AIgi„ats „i.d „ie folgt geprO.t. harden xip.an.a 
t.o„se=.peri„ente „it nor.ogX,...i3=hen ,6.1 . 0.. « pL . 
.ag ucose,. diabetiaanfM.ligen BB/OK-.attan ,200 . .5 Tage 
alt, durchgaftthrt. Diese Ratten besitzen eine erheblich Le 
.e .„p.lndlleH.eit gegen Ve„n.el„.gn„gen In .IglnatL a 
die oben genannten Le«isratten. 

Ba«-Algi„atkapseln wurden aus de. hochgereinigten Alginat 
ent3p„chend der Verf ahrensweise hergestellt, die in 
DE OS ,3 0. 01. .1 beacHrleben ist. Ole Alginat.apaeln be- 
axtzen e.nen „ittleren Durch-e.aer von 200 p„ bis <00 p„, 
D.e Implantation e.folgte .nte. die Nie.en.apsel der BB/OK- 
Hatten o.e E.pf angertie.e blieben normcgly.a.isch und zeig- 
t.n ,e.„en Verluat an K.rpe.gewic.t . „acH drei Wochen ™.den 
clx. T.ere get5tet, die Nieren herausgeno^en und in 
Bouin.schar Ldsung fixiert. Nach Einbettung in Paraffin folg- 
te ie Preparation von 7 „„-Scbnitten . aeder 30. SCnitt v n 

uol:?"" Histologiscben Unter- 

sucnung herangezogen . 

Das Ergebnis der Untersuchung far verschiedene Proben i. Ver- 
glexch mit Rohalginat ist in der foi w 

gestellt: folgenden Tabelle zusammen- 
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Resultat fur zwei unabhangige Proben : 
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Probe 


Ratte # 


Histologische 
Beurteilung 
(Fibrose) 


Endotoxingehalt 
einer 0,25%igen Losung des 
Aiginats 


SI 


V159 


( + ) 


1 EU/ml 




V161 


+ 




S2 


V454 


0 


3,5 EU/mi 


Rohalginat 


V12 


++++ 


> 1000 EU/ml 



i-^keine'Reaktion, (+) : sehr schwache Reaktion, +: schwache Reaktion, 
++++: sehr starke Fibrose) 

Es zeigt sich/ dafJ die Implantation mit erf indungsgemaliem Al- 
ginat keine oder nur eine sehr schwache Reaktion auslost, wo- 
hingegen bei Implantation mit kommerziell angebotenem Rohal- 
ginat eine sehr starke Fibrose auftritt. 

Der Endotoxingehalt, der charakteristisch fur einen poten- 
tiellen Bakterienbef all ist, zeigt im Falle der hochgereinig- 
ten Alginate hervorragende, nahezu vernachlassigbare Werte, 
wohingegen der Vergleichswert des kommerziellen Rohalginats 
rd. tausendfach grofter ist. 

Am erfindungsgemali hergestellten, hochgereinigten Alginat 
wurde auch unter Anwendung der folgenden Testverf ahren fest- 
gestellt, dafJ keine Verunreinigungen von toxischen Substanzen 
gegeben ist. Die Testverf ahren umfassen insbesondere fluores- 
zenzspektroskopische Verfahren und Endotoxin- oder Mitogen- 
aktivitats-Essays, wie sie von G. Klock et al . in "Appl. 
Microbiol. Biotechnology" (Band 40, 1994, Seite 638 ff) und 
in "Biomaterials" (Band 18, 1997, Seite 707) beschrieben 
sind, NMR-spektroskopische Verfahren, die Bestimmung des an- 
tioxidativen Potentials des hochgereinigten Aiginats durch 
Ermittlung der Reaktion auf Zugabe von HOCl und uber die Be- 
stimmung der oxidativen Aktivitat neutrophiler Granolycyten 
unter Zuhilfenahme der Chemolumineszenz (siehe K. Arnold in 
"Abhandlungen der sSchsischen Akademie der Wissenschaf ten zu 



wo 00/09566 

20 PCT/EP99/05867 

Leipzig... Band 58, 1997, Heft 5, and da= Verfah.en der ..pree 
F ow lect.op.ore..s.. „ie es von u. ..^e^ann « aX. in 

Electrophoresis.. (Band 13, seite 269, ba=chrieben ist 

L::.::""^ -^-^eini,.n. „.rde .it diesen .er.a.ren nic^: 

Nach den in der oben genannten Publication von G. KlSck et 
al. (1997) angegebenen Verfahren wurde ferner das Verh.ltnis 
von Mannuron- zu Gulurons.ure .it Hilfe der sogenannten ..Cir- 
cular Drchroismus-Spectroscopy.. b.„. .it der IR-Spektrostopie 
er..ttelt. Perner wurde auch das Mole.ulargewicht aber die 
Bestinmung der Viskositat ermittelt. 

Die mit Ba- vernet.ten Kapseln aus Alginat besitzen eine her- 

sZ"n""'\"'"'"'"' "'^ " ""^^ Ko„pressions.es- 

sungen nachgewiesen werden konnte. 

Beispiel 2 



Bex. zwaiten Beispiel „ird auf 10 g trockene Algen Bezug ge- 
no^en. Bei grBBeren Ausga„g3.assen sind die i. folgenden ge- 
gebenen guantitativen Gr5Ben entsprechend linear u.zurechnen, 

anterschxed zu Beispiel 1 erfolgt die Alginatgewinnung 
bz„ -reinigung vorteilhafterweise ohne eine Wasserung Oder 
Quellung. Das trockene Ausgang=.aterlal „ird viel.ehr un.it- 
telbar xn eine EDTA-LSsung gegeben. Die EDTA-Ldsung besitzt 
erne Konzentration i. Sereich von rd. 10 bis 50 «. Die Sus- 
pension „ird 24 Stunden g.rOhrt und anschlieBend zur Entfer- 
nung von Fest.aterial gesiebt. Ein weiterer Vorteil der bei. 
zwerten Beispiel erl.uterten Verfahrensweise besteht darin 
da« der EDTA-Verbrauch und auch der Alkoholeinsatz verring^rt 



ES kann vorgesehen sein, daB der Suspension wahrend der EDTA- 
Behandlung zusatzlich Aktivkohle zugesetzt wird. Die Masse 
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der zugesetzten Aktivkohle betragt vorzugsweise etwa 10 bis 
200 % der eingewogenen Algentrockenmasse . 

Anschlieliend erfolgt unmittelbar ohne einen gesonderten Sedi- 
mentationsschritt eine Filtration der Suspension. Die Filtra- 
tion erfolgt zweistufig, wobei erst ein Vor- oder Tiefenfil- 
ter mit einer Porengrolie von 15 um und anschlieftend ein Fil- 
ter mit einer Porengrolie von 0.2 ]im verwendet wird. 

Nach einem Salzzusatz zu dem Filtrat wie bei Beispiel 1 
(z. B. Bildung einer 0.13 M KCl-Losung) folgen mehrere Etha- 

nol-Fallungen. Fur die erste Fallung wird 99%iger Ethanol 
(vergallt mit Aceton) zugesetzt, so daB sich eine Endkonzen- 
tration des Ethanol in der Gesamtlosung von 37.5% ergibt. Das 
Fallungsprodukt wird auf gesanunelt und in eine 0 . 5M KCl-Losung 
(Ohne EDTA) gegeben. Das Volumen der KCl-Losung wird auf ein 
Drittel des Losungsvolumens vor der Fallung eingestellt. 

Fur die zweite FSllung wird wiederum 99%iger Ethanol (ver- 
gallt mit Aceton) zugesetzt, so dali sich hier eine Endkonzen- 
tration des Ethanol in der Gesamtlosung von 44% ergibt. Das 
Fallungsprodukt wird aufgesammelt und in bidestilliertes Was- 
ser mit einem Volumen entsprechend dem Volumen der KCl-Losung 
nach der ersten Fallung gegeben. 

vor der dritten Fallung kann eine Dialyse des bei der zweiten 
Fallung gewonnenen Fallungsprodukts durchgefuhrt werden. Die 
Dialyse, die kein zwingendes Verf ahrensmerkmal ist, erfolgt 
ftir die Dauer von 3 Tagen mit 3 Wasserwechseln pro Tag. Fur 
die dritte Fallung wird wiederum 99%iger Ethanol (vergallt 
mit Aceton) zur Einstellung einer Endkonzentration des Etha- 
nol in der Gesamtlosung von 50% zugesetzt. Das Fallungspro- 
dukt wird aufgesammelt und getrocknet. 
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Beispiel 3 
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Im folgenden wird 



ein Beispiel zur Transplantationschirurgie, 



Isolierte Langerhans • sche Inseln warden in einer t« 
e Suspe„..o„ „...e dure, eine in Pi,. . ,,,,,,,, 3^^,,^^^^^ 

Kanal .0. der .„ e.nem justiarbaran Luf tfokusaiar.cpf 50 mfln- 
dat. D.asa Ela.ante „..den an aine. OUsan.opf 60 J.ial 1 
da,, sich Druckluft- und Laran^chluB bafindan. 

Oia In3elsuspansion in Alginat „xrd durch dan zentralen Da- 
sankanal gadrackt. Durch dan umgabandan Kanal „ird aina Le- 
=ung von 0.5 bis 2% de= Alginats in 0.9. Kochsaizlasung 
app .ziart. Bai dan a„ DUsenausgang entstahendan Tropfan ™- 
3C iia.e au. diesa Waise die .u.a.e Aigi„a««3ung ,0 5 bi 
2,) dia .„ da. O.SIigan Algi„atl6aung suspandiertan Inaaln 
ourch dan .u.aran, d.itten Kanal „i.d o.u=.in« .uga«hr 
we Che dia Tr.p.an .on da. OUsena^nung ab=cha.t. Oia oL;.- 
iu^t „urde auf 30 bi= .0 „ bi. e i/„in, ainga.taiit 

D.a Alg.natt.cpfan 70 wurdan in 40 Vernat.a.Iasung .ie' 
30 BaCi. u„d 5 « „i3.idi„ gaiia«. Oie Va„at.a.iL.„g i3. 
m.t NaCI auf aina phy.ioiogischa Konzantration ,2 90 ^OsJl, 
eingastaiit. oia Kapsaln wurdan dann d.ei^al antsp.aoLL 
isotonar Kochsalzldsung gawaschan. Prechand mit 

Mit da. arfindungsge™.«en Mginat .dnnan aliga.ain «uliun- 
Gewebe, hergestellt warden. urines 
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Weitere Charakterisieru na erf indungsgemaBen Alqinatmaterials 
1. Fluorimetrischer Phenolnachweis 

Erfindungsgemafie Alginate enthalten keine storenden Verunrei- 
nigungen auf der Basis von Phenolen, Polyphenolen und anderen 
Phenolverbindungen. Diese Phenolf reiheit bedeutet, dali die 
genannten Verunreinigungen nicht oder in einem derart gerin- 
gen Gehalt in den Alginaten. enthalten sind, dafi Anwendungen 
in der Biologie und Medizin, insbesondere die obengenannten 
Anwendungen, nicht durch Immunreaktionen oder dergleichen ge- 
stort werden. Die Phenolf reiheit wird mit einer fluorimetri- 
schen Analyse nachgewiesen, die von G. Skajk-Braek et al. (s. 
"Biotechnology and Bioengineering" , Bd. 33, 1989, S. 90 ff.) 
beschrieben worden ist. Die Fluoreszenzmessung wird mit emem 
Spektrometer LS50 (Perkin-Elmer, Beaconsf ield) durchgef uhrt . 
Bei einer Anregungswellenlange von 366 nm ergeben sich die in 
Fig 2 gezeigten Fluoreszenzspektren an Losungsproben wahrend 
der Reinigung gemali Beispiel 2. Vor und nach der anfanglichen 
Filtration zeigt die Alginatlosung eine starke Fluoreszenz xm 
Bereich zwischen 380 und 550 nm (obere. Spektren) . Nach den 
Filtrations- und Fallungsschritten ist die Fluoreszenz erheb- 
lich vermindert. Die Konzentration der Endlosung betragt 
rd. 0,2-0,3%. Es verbleibt lediglich eiri Fluoreszenzmaximum 
bei a'i8 nm, was der Losungsmittelf luoreszenz entspricht. Im 
erfindungsgemali gereinigten Alginat ist die Fluoreszenz der 
Phenole und Phenolverbindungen auf weniger als rd. 10% gegen 
iiber der ungereinigten Alginatlosung reduziert. 

Fig 2 zeigt, daB die Phenolgehalte im Laufe des erfindungs- 
gemaBen Verfahrens drastisch abnehmen und dafi das gereinigte 
Alginat eine Emission zeigt, die nur noch geringfugig uber 
den Werten hochreinen Wassers liegt. 
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2- Fluorimetrischer Proteinnach«eis 

Die Prcteinfreihait erf i„du„gs,e™.Ber Alginate „i.a „ie bei 
der Analyse ,e„.« l. flu0ri.et.i3cH nachgewiesen. rig 3 
«xgt, da« bei einer AnregungawellenlSnge von 270 n. ^..r der 
Re.n.9u„, erne starve Emission i„ Bereich von 300 bis 500 „„ 
.e.esen „ird. Diese Emission f.llt i„ ,,u,e .er Heinigl, Zf 

Algrnatlosung ab. „ach der letzten rallung ist die Flu!- 
re.zenz nicht .ehr nachwei.bar Oder vernao.l.asigbar „ei„ 

3. Phenolnachweis nach Folin-Denis bzw. mit DMBA 

Oer rolien-Denrs-Nachweis farbt s..tliche phenolhaltige Ver- 
brndungen. ErfindungsgeraaB hergestellte Alginate zeigen bei 
drese. Nachweise .eine Extinction. Der Folin-Denis-Nachweis 
wrrd unter den folgenden Bedingungen durohgef Uhrt : 

Die zu analysierende Alginatlbsung (0,5 ml) „ird mit 1 ml 
Methanol zur Extraction versetzt. Die Probe wid nach intensi- 
ve, schatteln «r ca . 8h in den Kahlschran. gestellt. Das 
ausgefallene Alginat „ird abzentrif ugiert, 10 pi des Ober- 
standes werden in 40 pi des Folin-Denis Reagenz (Fluka, 
Dersenhofen. Deutschland) , 80 pi 1 „ „a,C03 und 120 pi „,o 
(Reihenfolge einhalten) gegeben. Nach intensivem Schatteln 
erfolgt die Farbentwicklung i„ Wasserbad bei 5C-C for 30 min 
Es folgt die Messung der optischen Dichte :„it Hilfe eines 
Photometers bei einer Mellenlange von 650 nm (oder 
725 nm) . 

Auch beim zusatz von Dimethoxybenzaldehyd (DMBA) zeigen die 
erfindungsgema^en Alginate Reine photometrisch auswertbare 
FarbreaKtion. Dieser Test wurde unter den folgenden Bedingun- 
gen ausgefUhrt: Die zu analysierende Alginatlasung (0.5 J) 
wrrd mrt 1 ml Methanol zur Extraction versetzt. Die Probe 
wrrd nach intensivem Schatteln fur ca. 8h in den KtthlschranX 
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gestellt. Das ausgef aliens Alginat wird abzentrif ugiert . An- 
schlieliend erfolgt die Zugabe von 10 pi des Uberstandes in 
die DMBA Losung, die wie folgt hergestellt wurde : 2 g DMBA 
(Fluka, Deisenhofen, Deutschland) werden in 100 ml Eisessig 
gelost. 16 ml HCl (37%) werden mit Eisessig auf 100 ml aufge- 
fullt. Beide Losungen sind kurz vor der Verwendung 1:1 zum 
Arbeitsreagenz zu mischen. 

Es folgt die Messung der optischen Dichte mit Hilfe eines 
Photometers bei einer Wellenlange von 490 nm (oder 510 nm) 
gegen eine Eichreihe Phloroglucinol (Sigma, Deisenhofen, 
Deutschland) . 

4 . Proteinnachweis nach Bradford 

Der Proteinnachweis nach Bradford (s. "Anal. Biochem.", Bd. 
72, 1976, S. 248 ff.) basiert auf der Tatsache, daii der Farb- 
stoff Coomassie brilliant blue sehr spezifisch an Proteine 
anbindet, wodurch es zu einem Farbumschlag von rot nach blau 
kommt. Die Intensitat der Blaufarbung korreliert linear mit 
der Proteinmenge und kann photometrisch quantif iziert werden. 
Mit dieser Methode sind Proteine bis in den unteren pg- 
Bereich nachweisbar. Es wurden 10 pi einer 0,5%igen Alginat- 
losung untersucht. Als f arbstof f haltige Nachweissubstanz wur- 
de das sogenannte Bradf ord-Reaganz (Hersteller Sigma, Stein- 
heim, Deutschland) der Alginatlosung zugesetzt. Nach einer 
inkubationszeit von 10 Minuten wurde die Probenabsorption 
photometrisch bei 570 nm unter Verwendung eines "Thermomex 
Microplate Reader"-Gerates (Hersteller Molecular Devices, 
Manlow Park, USA) gemessen. In der erf indungsgemaJien Alginat- 
losung wurden mit diesen Verfahren keine Proteine gefunden. 
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5. XTT- und MTT-Test 



s 



Dxe Bxo.cpatibilitMt der erf indungsgem.. gereinigten Algina- 
te .ann mit den folgenden Tests gezeigt werden. Lebende Zel- 
len, wie Maus-Lymphozyten oder Fibroblasten werden far eini.e 
Tage xnit den Alginaten in Kultur gehalten. Weisen die Algina- 
te exne immunogene Wirkung auf, so werden die Zellen stimu- 
l.ert Oder inhibiert (urn den Effekt der Stimulation zu ver- 
deutlxchen konnen zusatzliche Stimulanzien, z.B. LPS oder PHA 
xn die Kultur gegeben werden) . Die bei Lymphozyten erh5hte 
und bei Fibroplasten verxninderte Stof f wechselaktivitat kann 
anhand der Umsetzung eines Farbstoffs (XTT oder MTT) durch 
mitochondrielle Dehydrogenasen visualisiert und photo.etrisch 
quant.fxziert werden. Bei erf indungsgem.B gereinigten Algina- 
ten ist die Farbstoffumsetzung vernachlassigbar gering (s 
Fxg. 4), wohingegen bei kommerziellen Alginaten eine starke 
Farbstoffumsetzung nachweisbar ist. Fig. 4 zeigt die Ergeb- 
nasse der Farbtests fur verschiedene LPS-Vorstimulierungen . 

Die Kultivierung der Zellen wurde unter den folgenden Bedin- 
gungen durchgef uhrt . Die Lyxnphozytenzellsuspension (l*io^ Zel- 
len/ml in Complete Growth Medium) wird ^it verschiedenen Kon- 
zentrationen an Lipopolysacchariden (LPS, Endkonzentration • 
0,01 pg/ml) und Alginatlosung (Endkonzenration : 0,05%) ver- 
setzt und 3 Tage bei 5% CO. und 37°C kultiviert. Danach wird 
dxe Suspension mit einer Losung des Tetrazoliumsalzes (XTT 
Oder MTT, und fUr weitere 6h inkubiert . Es folgt die Messung 
der optischen Dichte bei 450 nm (Ref erenzmessung bei 650 nm) . 

6. Versuche in BB/OK-Ratten 

Wie oben bei Beispiel 1 beschrieben, kann die Biokompatbili- 
tat erfxndungsgemafler Alginate auch durch in vivo-Tests an 
BB/OK-Ratten gezeigt werden, deren Inununsystem eine erhoht 
Makrophagenaktivit.t aufweist. Erf indungsgema. gereinigt 
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Alginat, das entsprechend den oben beschriebenen Schritten 
kapselformig in Ratten-Nieren implantiert worden ist, verur- 
sacht nach 3 Wochen Inkubationszeit keine Fibrosen. 

7 . Elektrorotation 

Die Biokompatbilitat der erf indungsgemalJ gereinigten Alginate 
kann auch mit folgendem Test gezeigt werden. Lebende Zellen, 
wie Human-Lymphozyten oder Maus-Lymphozyten werden fiir einige 
Tage mit Alginaten in Kultur gehalten. Weisen die Alginate 
eine immunogene Wirkung auf, reagieren die Zellen mit einer 
stark vergrolierten Membranoberf lache (Zunahme der Mikrovilli) 
(urn diesen Effekt zu verdeutlichen konnen zusatzliche Stimu- 
lanzien, z.B. LPS oder PHA in die Kultur gegeben werden). 
Eine solche Zunahme laftt sich uber eine Erhohung in der spe- 
zifischen Membrankapzitat ermitteln. Die Elektrorotation 
der Zellen unter Wirkung hochf requenter elektrischer Felder 
bietet eine Moglichkeit, diese Veranderungen der Lymphozyten- 
membran auf dem Einzelzellniveau nachzuweisen . Bei erfin- 
dungsgemali gereinigten Alginaten lalit sich keine Erhohung der 
spezifischen Membrankapazitat messen, wohingegen bei kommer- 
ziellen Alginaten eine Erhohung dieses Wertes nachweisbar 
ist . 

Die Messungen wurden unter folgenden Bedingungen ausgefuhrt. 
Die Lymphozytenzellsuspension (1*10^ Zellen/ml in Complete 
Growth Medium) wird mit einer AlginatlGsung (Endkonzen- 
tration: 0,05%) versetzt nd 3 Tage bei 5% CO2 und 37°C kulti- 
viert. Danach wird die Suspension 2 x in isoosmolaler Inosi- 
tollosung (290 mOsm/kg) gewaschen, anschlieliend gut resuspen- 
diert. Bei verschiedenen Leitf ahigkeiten {10, 25, 40 uS/cm) , 
eingestellt mit HEPES-KOH, pH 7,2) erfolgt die Bestimmung der 
charakteristischen Frequenz (Maximum) der Antif eldrotation 
mittels der Kompensationsmethode . Mit Hilfe einer linearen 
Regression der mit dem Zellradius normierten charakteristi- 
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schen Frequenzen, aufgetragen gegen die externe Leitfahig- 
kext, kann man die elektrischen Parameter (Kapazitat und 
Lextf.higkeit) der Plasmamen^ran bestirr^en. Die elektrischen 
Parameter der in Anwesenheit erf indungsgem.Ber Alginate kul- 
t.v.erten Zellen bleiben unver.ndert, wohingegen die mit 
ko^nerziellen Alginaten kultivierten Zellen eine Zunahme der 
Membrankapazitat um 10 bis 50 % aufweisen. 

8. Zellgro/Je und Zellzahl 

Die Biokompatibilit.t der erf indungsgem.B gereinigten Algina- 
te kann auch mit folgendem Test gezeigt werden. Lebende Zel- 
len, wie Human-Lymphozyten oder Maus-Lymphozyten werden fur 
exnige Tage mit Alginaten in Kultur gehalten. Weisen die Al- 
ginate exne immunogene Wirkung auf, so vergroUern sich die 
zellen und es erhaht sich die Anzahl der Zellen (um diesen 
Effekt zu verdeutlichen, k5nnen zusatzliche Stimulanzien 
z.B. LPS Oder PHA in die Kultur gegeben werden). Die Zeli- 
gra.e und die Zellzahl kann mit Hilfe des CASYl Cell Analyzer 
(Model TTC, sch.rfe Technology, Reutlingen, Deutschland) , der 
nach dem Coulter Prinzip arbeitet, ermxttelt werden. Ein sei- 
ches Gerat erlaubt die schnelle, genaue Erfassung (GroI3e 
Grol3enverteilung und Zellzahl) mehrerer tausend Zellen pro 
Messung. Bei erfindungsgem.. gereinigten Alginaten l.,t sich 
kerne signifikante Zellvergr5Berung und Erh5hung der Zellzahl 
nach inkubation messen, wohingegen bei kommerziellen Algina- 
ten eine deutliche Zellvergr5Berung (rd. 50 %) und eine er- 
h5hte Zellzahl (35 bis 50 %) nachweisbar ist. 

Die Messungen wurden unter folgenden Bedingungen durchge- 
fuhrt. Dxe Lymphozytensuspension (1*10^ Zellen/ml in Complete 
Growth Medium) wird mit einer Alginatl5sung (Endkonzen- 
tration: 0,05%) versetzt und 3 Tage bei 5% CO3 und 37»C kulti- 
v.ert. Danach wird ein abzentrif ugiertes und in Inosit (oder 
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PBS) aufgenommenes Aliquot (100 jal) der gut resuspendierten 
Lymphozytensuspension 2 x in isoosmolaler Inositollosung 
(290 mOsm/kg) gewaschen und in 10 ml PBS (phosphatgepuf f erte 
Saline) aufgenommen und sofot im CASYl gemessen. Aus den 
CASY-Histograitimen kann der Anteil der grolien, stimulierten 
Zellen an der Gesamtpopulation berechnet werden. 
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PATENTANSPRUCHE 

1. Verfahren zur Gewinnung einer hochgereinigten Alginatzu- 
samensetzung, mit den Schritten: 

- Extrahieren von Algenmaterial Oder Rohalginat in einer 
LSsung mit einem Komplexbildner , 

- Filtern der Losung, 

- Ausfallen von Alginat aus der LOsung, und 

- Sammeln des gefallten Alginats. 

2. Verfahren gemaU Anspruch 1, bei dem zum Extrahieren als 
Komplexbildner Ethylendiamentetraessigsaure verwendet wird. 

3. Verfahren gemafi Anspruch 1, bei dem das Extrahieren in 
einer Sodalosung erfolgt. 

4. verfahren gemai5 Anspruch 2 oder 3, bei dem zum Extrahieren 
der Losung Aktivkohle zugesetzt wird. 

5. verfahren gemaiJ einem der vorhergehenden Anspruche, bei dem 
vor dem Filtern der Losung ein Sedimentieren von Zellbestand 
te.len und Partikeln mit einem porosen Bindemittel aus der 
Losung erfolgt. 



^ren mit 



6. Verfahren gemali Anspruch 5, bei dem das Sedimentie: 

einem porosen Granulat auf der Basis von Kieselgur, Zellulose 

Oder Recycling-Materialien aus nachwachsenden Rohstof fen er- 
folgt , 

7. Verfahren gemaB einem der vorhergehenden Anspruche, bei dem 
das Fxltern mit Tief enf iltern jeweils abnehmender Porengrofie 
erfolgt. 



wo 00/09566 3 J PCT/EP99/05867 

8. Verfahren gemali einem der vorhergehenden Anspruche, bei dem 
das Ausf alien von Alginat mit Ethanol erfolgt. 

9. Verfahren gemafi Anspruch 6, bei dem der Ethanolgehalt im 
Bereich von 10-50 % gewahlt ist. 

10. Verfahren gemali einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
dem das Sammeln des ausgefallten Alginats durch Aufschaumen 
aus der Losung, durch Dekantieren der Losung Oder durch Ruh- 
ren der Losung mit einer Ruhr- und Sammeleinrichtung erfolgt. 

11. Verfahren gemaft einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
dem das Entwassern des Alginats bei Raumtemperatur erfolgt. 

12. Verfahren gemali einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
dem nach dem Entwassern das Extrahieren, Filtern, Fallen und 
Entwassern mindestens einmal wiederholt wird. 

13. Verfahren gemali einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
dem als Algenmaterial in der Natur vorkommende Algenf rischma- 
terial oder in einem Bioreaktor bzw. Tankanlage kultiviertes 
Algenfrischmaterial oder Algenmaterial aus fusionierten oder 
regenerierten Algenzellen oder kommerzielles Alginat verwendet 
wird. 

14. Verfahren gemali einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
dem als Algenmaterial bestimmte Organ- oder Gewebeteile von 
Algen oder Algenteile bzw. bestimmte Organ- oder Gewebeteile 
von Algen oder Algenteilen aus bestimmten Stadien des Entwick- 
lungszyklus von Algen verwendet werden. 

15. Verfahren gemali einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
dem als Algenmaterial Braunalgen oder andere alginatproduzie- 
rende Suliwasser- oder Salzwasseralgen verwendet werden. 
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16. Alginatzusanunensetzung, die als Mischpolymer aus Mannu- 
ronsaure und Guluronsaure besteht, 

dadurch gekennzexchnet, daI5 im Mischpolymer ein Verhaltnis von 
Mannuronsaure zu Guluronsaure im Bereich von 1% bis 90% gege- 
gen ist und das mittlere Molekulargewicht des Mischpolymers 
grofier als 250 kD ist. 

17. Alginatzusammensetzung, die in wassriger Losung mit einer 
0.1%-igen Konzentration eine Viskositat im Bereich von 10 bis 
15 mPa • s besitzt. 

18. Alginatzusammensetzung, die in wassriger Losung mit einer 
0.5%-igen Konzentration eine Viskositat von 250 bis 300 

mPa • s besitzt. 

19. Alginatzusammensetzung, die in wassriger Losung bei Be- 
leuchtung mit einer Anregungswellenlange von 366 mm im Spek- 
tralbereich von 380 bis 550 nm keine Fluoreszenzemission 
zeigt . 

20. Alginatzusammensetzung, die bei Farbtests mit der Folin- 
Denis-Reagenz oder mit Dimethoxybenzaldehyd keine Einfarbung 
zeigt . 

21. Alginatzusammensetzung, die in wassriger Losung bei Be- 
leuchtung mit einer Anregungswellenlange von 270 nm im Spek- 
tralbereich von 300 bis 500 nm keine Fluoreszenzemission 
zeigt . 

22. Alginatzusammensetzung, die keine mit dem photometrischen 
Proteinnachweis nach Bradford nachweisbaren Proteine enthalt . 

23. Alginatzusammensetzung, die bei Implantation in die Nieren 
von BB/OK-Ratten keine signifikante immunologische Reaktion 
auslost . 
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24. Alginatzusammensetzung, die nach Anwendung des XTT/MTT- 
Tests, Oder der Zellrotationsmethode, oder einer elektrischen 
Zellzahl- und Zellgro/ienbestirtunung zu keiner nachweisbaren 
Lymphozytenaktivierung f uhrt . 

25. Alginatzusammensetzung gemaii einem der Anspruche 16 bis 
24, die nach einem der Verfahren gemafi einem der Anspruche 1 
bis 15 hergestellt ist. 

26. Verwendung einer Alginatzusammensetzung gemSIi einem der 
Anspruche 16 bis 25 zur Herstellung von Alginatkapseln oder 
-umhullungen fur die Transplantationschirurgie und fur andere 
medizinische Anwendungen und fur die Lebensmittelindustrie . 

27. Verwendung einer Alginatzusammensetzung gemafi einem der 
Anspruche 16 bis 25 zur Herstellung von Alginatkapseln oder 
-umhullungen fiir allogene und xenogene Gewebe. 

28. Verwendung einer Alginatzusammensetzung gemafi einem der 
Anspruche 16 bis 25 zur Herstellung von Alginatkapseln oder 
-umhullungen fur Langerhans ' sche Inseln, Nebenschilddrusenge- 
webe, endokrines Gewebe oder dopamin-sezernierende Zellen. 




PCT/EP99/05867 




LPS-Konzentration (jjg) 



wo 00/09566 



PCT/EP99/05867 




nm 



INTd^iATIONAL SEARCH REPORT r-||^ 



In" "•ational Appttcation No 

Pui/EP 99/05867 



A CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 7 C08B37/04 



According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 7 C08B 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and. where practical, search terms used) 



C. DOCUIVIENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category ' Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



wo 93 24077 A (THE REGENTS OF THE 
UNIVERSITY OF CALIFORNIA) 
9 December 1993 (1993-12-09) 
page 10, line 13 -page 11, line 26 

KLOCK G ET AL: "Blocompatibi 1 ity of 
mannuronic acid-rich alginates" 
BIOMATERIALS.GB, ELSEVIER SCIENCE 
PUBLISHERS BV., BARKING, 
vol. 18, no. 10, page 707-713 XP0040637B4 
ISSN: 0142-9612 

WO 93 16111 A (ZIMMERMANN ULRICH) 
19 August 1993 (1993-08-19) 



1-28 



□ 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



Patent family members are listed in annex. 



' Special categories of cited documents : 

"A" document defining the general state of the art which is not 

considered to be of particular relevance 
"E" earlier document but published on or after the international 

filing date 

"L" document which may throw doubts on priority claim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use. exhibition or 
other means 

"P" document published prior to the international filing date but 
later than the pnorrty date claimed 



'T" later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

"X" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

"Y" document of particular relevance, the claimed invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 



11 November 1999 



Date of mailing of the international search report 



26/11/1999 



l^4ame and mailing address of the ISA 

European Patent Office. P.B. 5818 Patentlaan2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Authorized officer 



Lensen, H 



Fomi PCr/lSA/210 (second sheet) (July 1992) 



INTE^^TIONAL SEARCH REPORT 

Information on patent family members 



Patent document 
cited in search report 



WO 9324077 



Publication 
date 

09-12-1993 



national Application No 

Pv.i/EP 99/05867 



Patent family 
member(s) 



US 
AU 
CA 
EP 
JP 
US 
US 



Publication 
date 



5429821 
4409793 
2135770 
0642326 
7507550 
5578314 



A 
A 
A 
A 
T 
A 



5643594 A 



04-07-1995 
30-12-1993 
12-09-1993 
15-03-1995 
24-08-1995 
26-11-1996 
01-07-1997 



US 5693514 A 02-12-1997 



WO 9316111 



19-08-1993 



DE 
AT 
DE 
DK 
EP 
ES 
GR 
JP 



4204012 
150469 
59305882 
626974 
0626974 
2101299 
3023797 
7503985 



A 
T 
D 
T 
A 
T 
T 
T 



19-08-1993 
15-04-1997 
24-04-1997 
23-06-1997 
07-12-1994 
01-07-1997 
30-09-1997 
27-04-1995 





Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (July 1992) 



INTERNATIONAL! 



E^^ECHERCHENBERICHT r4Pl^ 



tationales Aktenzeichen 

Pui/EP 99/05867 



A. KLASSIFIZIERUNG OES ANMELOUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 C08B37/04 



Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPK) Oder nach der nationalen Klassifikation und der IRK 



8. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoft (Klassitikationssystem und Klassifikattonssymbole ) 

IPK 7 COBB 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoft gehorende Verotfentlichungen, soweit diese unier die recherchlerten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsuttjerte elektrontsche Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegritfe) 



C. ALS WESENTL1CH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie'" 


Bezeichnung der VGroffentlichung, soweit ertorderiich unter Angabe der in Betracht kommenden Telle 


Setr. Anspruch Nr. 


X 


wo 93 24077 A (THE REGENTS OF THE 

UNIVERSITY OF CALIFORNIA) 

9. Dezember 1993 (1993-12-09) 

Seite 10, Zeile 13 -Seite 11, Zeile 26 


1-28 


A 


KLOCK G ET AL: "Biocompatibi 1 ity of 
mannuronic acid-rich alginates" 
BIOMATERIALS,GB, ELSEVIER SCIENCE 
PUBLISHERS BV. , BARKING. 
Bd. 18, Nr. 10, Seite 707-713 XP004063784 
ISSN: 0142-9612 




A 


WO 93 16111 A (ZIMMERMANN ULRICH) 
19. August 1993 (1993-08-19) 





□ 



Weitere Verdttentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamitte 



^ Besohdere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen "T' 
"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert. 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen 

Anmeldedatum verotfentlicht worden ist ..^ 

"L" Veroffentlichung. die geetgnet ist, einen Prtoritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen. oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbencht genannten Veroffentlichung belegt werden ..y 
soil Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Verottentlichung, die sich auf eine mundliche Otfenbarung, 

eine Benutzung. eine Ausstellung oder andere Ma5nahmen bezieht 
"P" Verdftentlichung. die vor denn internationalen Anmeldedatum, aber nach „^ 
dem beanspruchten Prioritatsdatum verotfentlicht worden ist 



Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum veroffentticht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert. sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundetiegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben tst 

Veroffentlichung von besonderer Bedeutung: die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erf inderischer Tatigkeit beruhend belrachtet werden 

Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erf inderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verisindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann nahetiegend ist 

Veroffentlichung, die l^^itglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 

11. November 1999 


Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 

26/11/1999 


Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt. P. B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Bevollmachtigter Bedlensteter 

Lensen, H 



Foimblatt PCT/lSA/210 (Blatt 2) (Juti \992) 



INTERNATIONALER |^HERCHENBERICHT 

Angaben zu Veroffenttic; ,en. die zur selben Patentfamilie gehoren 



Int^^tionales Aktenzetchen 

P».i/EP 99/05867 



Im Recherchenbericht 
angefuhrtes Patentdokument 



Datum der 
Veroffentlichung 



Mitglied(er) der 
Patentfamilie 



Datum der 
Veroffentllchung 



WO 9324077 



09-12-1993 



US 
AU 
CA 
EP 
JP 
US 
US 
US 



5429821 
4409793 
2135770 
0642326 
7507550 
5578314 
5643594 
5693514 



04-07-1995 
30-12-1993 
12-09-1993 
15-03-1995 
24-08-1995 
26-11-1996 

01- 07-1997 

02- 12-1997 



WO 9316111 



19-08-1993 



DE 
AT 
DE 
DK 
EP 
ES 
GR 
JP 



4204012 
150469 
59305882 
626974 
0626974 
2101299 
3023797 
7503985 



19-08-1993 
15-04-1997 
24-04-1997 
23-06-1997 
07-12-1994 
01-07-1997 
30-09-1997 
27-04-1995 



Foimblan PCT/ISA/2lO(Anhang Paienifamitje)(Juli 1992) 



14720/PCT Hz/Ri 
Verfahren zur Gewinnung hochgereinigter Alginate 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung hochgerei- 
nigter Alginate, insbesondere aus Braunalgen, und mit diesem 
Verfahren hergestellte Alginate mit einem hohen Polymerisa- 
tionsgrad sowie deren Verwendung. 

Alginate besitzen zahlreiche Anwendungen im Bereich der Le- 
bensmitteltechnik (z.B. Askar in "Alimenta", Bd . 21, 1982, S. 
165 ff.) und in der Textiltechnik, in zunehmendem Maiie jedoch 
auch in der Pharmazie, Medizin, Biochemie und Biotechnologie . 
Die nach den bisher bekannten Verfahren aus Algenpf lanzen ge- 
wonnenen Alginate (Ubersicht beispielsweise in D.J, McHugh: 
"Production and Utilization of Products from Commercial Sea- 
weets" in "FAO Fisheries Technical Papers", Bd. 288, 1987, 
Chap. 2) sind durch Schwankungen der Zusammenset zung und der 
Struktur sowie durch Verunreinigungen gekennzeichnet . Dies 
ergibt sich daraus, daii das Rohalginat aus Biomasse extra- 
hiert wird, die aus Wildpopulationen gewonnen wird. Die ins- 
besondere in Kustengewassern wachsenden Algenpopuiationen 
sind zahireichen geographischen, saisonalen und stofflichen 

(Umweltverschmutzung) Einflussen ausgesetzt. Hinzu kommt, daii 
bei der Ernte die Algen ggf • gemeinsam mit Fremdstoffen ein- 
gesammelt und zur Konservierung bzw. zur Entfarbung einer 
chemischen Behandlung (z.B. mit Formalin und/oder Hypochlo- 

rid) unterzogen werden. 

Die bis jetzt verfiigbaren Rohalginate sind daher Mischpolyme- 
re variabler Struktur mit Verunreinigungen, zu denen insbe- 
sondere toxische Chemikalien zahlen konnen. Da in der Lebens- 
mittel- und Textiltechnik vorrangig Interesse an den gelbil- 
denden Eigenschaf ten der Alginate besteht, wurden Verfahren 
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zur Nachreinigung oder Reinigung der Rohalginate, wie sie im 
folgenden erlautert werden, erst fiir die biologisch- 
medizinischen Anwendungen entwickelt. 

Verfahren zur Reinigung von Alginaten (wie sie z.B. von den 
Unternehmen Keltone LV oder Kelco Nutrasweet verfiigbar sind) 
werden beispielsweise in DE-OS 4 204 012, US-A 5 429 821 
(bzw. US-A 5 655 468) und in der Publikation von P. De Vos et 
al. in "Diabetologia" (Bd. 40, 1997, S. 262 ff.) beschrieben. 
Diese Verfahren besitzen generell die Nachteile eines hohen 
Energieaufwandes (Anwendungen einer Elektrophorese , Gefrier- 
trocknung oder Zentrif ugation, Erhitzung oder Kochen) , einer 
hohen Umweltbelastung (Verwendung von Sauren wie HCl, H2SO4, 
biologisch nicht-abbaubaren Losungsmitteln wie CHCI3 oder 
Schwermetallionen wie beispielsweise Barium, Blei oder Kadmi- 
um) und einer Beschrankung des erzielbaren itiittleren Moleku- 
largewichts des gereinigten Endmaterials . Weitere Nachteile 
der herkommlichen Verfahren ergeben sich im einzelnen aus den 
folgenden Erlauterungen : 

Bei dem aus DE-OS 42 04 012 bekannten Verfahren wird eine 
Rohalginatlosung einer Behandlung mit einem Komplexbiidner , 
einer Saureextraktion bei hohen Temperaturen (rund 70 °C) , 
einer Waschung, einer Behandlung mit konzentriertem Alkohol 
(rund 8 0 %) und einer weiteren Behandlung mit einem Komplex- 
biidner ausgesetzt. AnschlieBend folgt ein Dialysevorgang und 
eine Gef riertrocknung (oder Elektrophorese oder Zentrif ugati- 
on) zur Gewinnung des gereinigten Alginats . Dieses Verfahren 
ist wegen des hohen Energieauf wands , der grolien Anzahl von 
Verfahrensschritten, dem Einsatz von toxischen Materialien 
(z.B. Barium als Komplexbiidner) und der Beschrankung auf 
Alginate (< 500 kO) nachteilig. Ein besonderes Problem ist 
jedoch, dafi der Reinigungsef f ekt dieses Verfahrens nur be- 
schrankt ist. 
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In DE-OS 42 04 012 werden die gereinigten Alginate zwar als 
mitogenfreie Substanzen benannt, dies jedoch lediglich unter 
der Annahme einer Mitogenf reiheit , falls in vorbestiiranten 
Tierversuchen keine Entzundungsreaktionen beobachtet werden, 
sowie einer Unbedenklichkeit weiterer Komponenten, die im 
hochgereinigen Alginat vexblieben. Es hat sich jedoch ge- 
zeigt, dali die am Ende der 80er Jahre entwickelten und in DE- 
OS 42 04 012 implementierten Tierversuche nicht geeignet 
sind, eine Mitogenf reiheit nachzuweisen, die den Anforderun- 
gen der itiodernen biomedizinischen Anwendungen, z.B. der Im- 
plantationstechnik, erfullt. So wurden die Tierversuche beim 
herkommlichen Reinigungsverf ahren mit sogenannten Lewis- 
Ratten durchgefuhrt . Inzwischen konnte jedoch durch G. Klock 
et al. in "Biomaterials " (Bd. 18, 1997, S. 707ff) 'und durch 
P. Crohn (Dissertation Universitat Wiirzburg, 1998) nachgewie- 
sen werden, dali die Lewis-Ratten eine relativ geringe Emp- 
findlichkeit gegenuber mitogenen Substanzen besitzen. Implan- 
tierte Alginat-Kapseln, die bei Lewis-Ratten nach drei Wochen 
keine Entzundungsreaktionen auslosten, fiihrten beispielsweise 
bei sogenannten BB-OK-Ratten ("Bio Breeding / Ottawa Karls- 
burg") zu Entzundungsreaktionen. Daraus ergibt sich, dali die 
aus DE-OS 42 04 012 bekannten mitogenf reien Substanzen tat- 
sachlich nicht als hochgereinigt betrachtet werden konnen und 
wegen verminderter Biokompatibilitat bei biomedizinischen An- 
wendungen nur beschrankt einsetzbar sind. 

Bei dem aus US-A 5,429,821 bzw. US-A 5,656,468 bekannten Rei- 
nigungsverf ahren wird ebenfalls eine Saurefallung durchge- 
fuhrt. Es sind wiederum Hochtemperaturverf ahrensschritte und 
zur endgultigen Alginatgewinnung eine Zentrifugation, Elek- 
trophorese oder Gef riertrocknung erf orderlich . Die nach die- 
sem Verfahren gewonnenen Alginate sind auf Molekulargewichte 
unterhalb 200 kD beschrankt. Es folgt eine Trocknung bei 
80°C, bei der im Mischpolymer Trocknungsartef akte durch 
Struktur- oder Stof f umsetzungen entstehen konnen. 



I 



4 



Ein besonderes Problem stellt die Beschrankung auf relativ 
geringe Molekulargewichte dar . So ist beispielsweise aus 
"Immobilized Enzymes" von J. Chibata (A Halsted Press Book, 
John Wiley & Sons, 1978) bekannt, dafi» die Bio-Toxizitat von 
Materialien mit der Zunahme des Molekulargewichts abnimmt . 

Schlielilich ist auch das oben genannte Verfahren nach P, de 
Vos et al. durch zahlreiche Verf ahrensschritte , einschlieli- 
lich einer Sauref allung, dem Einsatz toxischer Chemikalien 
(Chloroform) , die Verwendung hochkonzentrierten Ethanols 
(rund 70%) und die Anwendung einer Zentrif ugation, Elektro- 
phorese oder Gef riertrocknung gekennzeichnet . 

Ein weiterer Nachteil samtlicher Reinigungsverf ahren besteht 
in deren Beschrankung auf die Reinigung kommerziell verfugba- 
rer Rohalginate. Die Verfahren sind nicht auf Frischmaterial 
Oder geerntete Biomasse anwendbar, Auiierdem sind die Verfah- 
ren aufgrund der ums tandlichen Ver f ahrens f uhrung, des Ener- 
gieaufwands und dem Einsatz toxischer Chemikalien flir eine 
groBtechnische Anwendung nicht praktikabel. 

Die Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren zur Gewinnung 
hochgereinigter Alginate anzugeben, mit dem die Nachteile 
herkommlicher Reinigungsverf ahren vermieden werden und die 
Herstellung eines hochgereinigten Alginats, insbesondere in 
grolitechnischem Malistab, ermoglicht wird. Die Aufgabe der Er- 
findung ist es auch, ein neuartiges Alginat, insbesondere mit 
einem gegenuber den her kommlichen Alginaten erhohten Moleku- 
largewicht, bzw. einer erhohten Viskositat, anzugeben. 

Diese Aufgabe wird durch ein Verfahren bzw. eine Alginatzu- 
sammensetzung mit den IXlerkmalen gemali den Patentanspriichen 1 
bzw. 16 gelost. Vorteilhafte Ausf iihrungsf ormen und Verwendun- 
gen der Erfindung ergeben sich aus den abhangigen Ansprlichen, 
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Unter einem hochgereinigten Alginat wird hier eine reprodu- 
zierbar herstellbare Alginatzusaminenset zung verstanden, die 
vorbestimmte Molekuiargewicht- und/ oder Viskositatsparameter 
besitzt und eine hohe Sterilitat, Reinheit und Biokompatibi- 
litat aufweist. Letzteres Merkmal bezieht sich beispielsweise 
darauf, daI5 mit erf indungsgemali hochgereinigten Alginaten in 
autoiimnundiabetischen BB/OK-Ratten auch nach mehrwochiger Im- 
plantation keine oder eine vernachlassigbar geringe Fremdkor- 
perreaktion ausgelost wird. 

Im Unterschied zu den her kommlichen Reinigungsver f ahren, die 
samtlich an kommerziell verfugbare Rohalginate angepalit sind, 
die jedoch Verschnitte oder Mischungen aus ver schiedenen Al- 
genmaterialien unter Einschluli von tierischen oder anderen 
Fremdmaterialien darstellen und somit grundsat zlich nicht 
hochgereinigtes Alginat ergeben konnen, wird erf indungsgeiuaB 
eine Alginatherstellung oder -gewinnung angegeben, die vor- 
zugsweise von sauberem Algenf rischmaterial oder getrocknetem 
Algenmaterial als Ausgangsstof f ausgeht. Es ist insbesondere 
vorgesehen, daB zunachst das Algenmaterial in Gegenwart von 
Komplexbildnern behandelt wird, worauf mit einem Bindemittel 
in Form eines Granulats oder einem vergleichbaren porosen Ma- 
terial Zellbestandteile und Partikel sedimentiert werden. 
Nach einer Filtration erfolgt ein Fallungsschritt , vorzugs- 
weise unter gleichzeitigem Einblasen eines Tragergases, unter 
dessen Wirkung das ausgefallte Alginat auf der Losung auf- 
schwimmt- Dieses Aufschaumen (Floatieren) ist nicht zwingend 
erf orderlich . Ausgefalltes Alginat kann auch anderweitig aus 
der Losung getrennt werden (z.B. durch einen Dekantiervor- 
gang) . Das derart gewonnene Alginat kann von der Losungsober- 
flache abgenommen oder als Riickstand nach dem Dekantieren 
aufgenommen und an Luft oder mit einer Filterpresse entwass- 
sert werden. Je nach Anwendungsf all wird dieser Reinigungs- 
vorgang bzw. Teilschritte dieses Reinigungsvorgangs einmalig 
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Oder mehrmals durchgef ilhrt . Nach der letzten Reinigung er- 
folgt ein abschlieliendes Waschen und Luf ttrocknen . 

Diese Verf ahrensweise besitzt die folgenden Vorteiie. Bei der 
Aiginatgewinnung wird vollstandig auf toxische Chemikalien 
und Hochtemperaturbedingungen verzichtet. Die einzelnen Ver- 
f ahrensschritte basieren auf an sich bekannten und einfach 
beherrschbaren Techniken, deren er f indungsgemalie Kombination 
besonders vorteilhaft in Bezug auf die Verf ahrenskosten, den 
Materialaufwand und die Prozeligeschwindigkeit ist. Es wird 
erstmalig iiti Gegensatz zu alien herkommlichen Reinigungsver- 
suchen eine Biokompatibilitat des gewonnenen Alginatmaterials 
erreicht, so daii sich dessen Anwendungsgebiet erheblich, ins- 
besondere in der Biologie und Medizin, erweitert. Das erfin- 
dungsgemali hergestellte , biokompatible Produkt basiert aus- 
schliefilich auf Alginat. Das Alginat ist frei von Zusatzstof- 
fen, wie z. B. Immunsuppressiva oder immunstimulierenden Sub- 
stanzen oder Phenolen oder Phenol-ahnlichen Verbindungen, und 
kann in diesem Zustand unmittelbar angewendet werden . 

Die Verf ahrensschritte konnen ohne Probleme in verhaltnisma- 
ftig kleinem Malistab, z.B. am Ort der Algenernte, oder auch 
groBtechnisch durchgefuhrt werden. Durch gezielte Steuerung 
der Fallungsreaktion werden Verunreinigungen durch Fucoidan 
ausgeschlossen, so dalb sich die Reinheit des gewonnenen Algi- 
nats im Vergleich mit herkommlichen Alginaten verbessert. 

Die unmittelbare Verarbeitung von Algenmaterial besitzt eine 
Reihe von Vorteilen. Erstens werden Nachteile bei der her- 
kommlichen Algenernte, die sich durch Zersetzung und Verrot- 
tung am Ernteort und die konservierende Chemikalienbehandlung 
ergeben, vollstandig vermeidbar. Zweitens lassen sich die ge- 
ernteten Algen nach Organen oder Gewebeabschni tten trennen, 
bevor die Aiginatgewinnung durchgefuhrt wird. Da sich die 
verschiedenen Algengewebe durch verschiedene Verhaltnisse der 
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monomeren Mannuronsaure und Guluronsaure unterscheiden, kon- 
nen gezielt hochgereinigte Alginate mit einer bestimmten Man- 
nuron-Guluron-Zusammensetzung hergestellt werden . Entspre- 
chendes gilt fiir die Wahl bestiraititer Gewebeteile zur Erzie- 
lung eines bestimmten Molekulargewichts . Es lassen sich er- 
findungsgemalie Alginatzusammensetzungen mit einem Molekular- 
gewicht von mehr als 1.000 kD gewinnen. SchlieBlich kommt das 
erfindungsgemalie Verfahren ohne aufwendige Zentrif ugations- 
schritte aus, wodurch die praktische Implementierung welter 
vereinfacht wird. Die gezielte Gewinnung verschiedener Sorten 
hochreinen Alginats (z.B. guluronat- bzw. mannuronatreiches 
Alginat) laJit sich auch durch gezielte Gewinnung aus bestimm- 
ten Algenspezies (Laminarales , Ectocarpales , Fucales und an- 
deren Alginat enhaltenden Algenspezies) realisieren, die sich 
durch die chemische Struktur des jeweiligen Alginats unter- 
scheiden. Bel der organspezif ischen Selektion werden hinge- 
gen Phylloide, Cauloide und Rhizoide der Algen getrennt und 
separat verarbeitet. Diese Dif f erenzierung kann welter ver- 
feinert werden, in dem einzelne Gewebe der verschiedehen Or- 
gane getrennt und das Alginat aus diesen Geweben separat ge- 
wonnen wird. 

Die Erfindung ist insbesondere zur Alginatgewinnung aus fri- 
schem Oder getrockneten Algenmaterial (insbesondere Braunal- 
gen) angepaBt. Es ist jedoch auch moglich, mit dem erfin- 
dungsgemaii Verfahren kommerziell verfugbare Rohalginate zu 
reinigen oder das erf indungsgemaJi Verfahren mit bestimmten 
Wasch- Oder Trennschritten (z.B. Zentrif ugation) zu kombinie- 
ren, die aus den herkommlichen Reinigungsverf ahren bekannt 
sind . 

Vorteile der Erfindung ergeben sich auch daraus, daii das 
hochreine Alginat unmittelbar aus den Algenpf lanzen unter 
Kontrolle samtlicher ProzeBschritte gewonnen wird. Es werden 
toxische Chemikalien (insbesondere Losungsmittel ) vermieden. 
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so dafi ein Einsatz fur pharmazeutische Zwecke ohne weiteres 
moglich ist. Das Auf schaumen des ausgefallten Alginats stellt 
ein besonders einfaches und energiearmes Abtrennverf ahren 
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Gemali einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm der Erfindung werden 
die folgenden Verf ahrensschritte zunachst an Algenf rischmate- 
rial Oder getrocknetem Material durchgeftihrt und anschlieliend 
an hochgereinigtem Alginat teilweise wiederholt, das beim er- 
sten Oder fruheren Verf ahrensablauf en gewonnen wurde . Das Al- 
genmaterial bzw. kommerzielle Alginat wird im folgenden als 
Ausgangsmaterial bezeichnet. 

Erfindungsgemaft wird das Ausgangsmaterial zunachst in Gegen- 
wart von Komplexbildnern, ggf. in einer Sodalosung (siehe un- 
ten, Beispiel 1), extrahiert . Anschlieliend werden in der L6- 
sung vorhandene Zellbestandteile und Partikel durch Zugabe 
eines Granulats und falls erforderlich durch Zugabe von lo- 
nenaustauschern (wie z.B. Amberlit) zur Sedimentation" ge- 
bracht und die Losung anschliefiend gefiltert. Die Sedimenta- 
tion kann alternativ unter Verwendung von Elektrographit 
(z.B. in Kugelchen-Form) vorgenommen werden. Dabei wird Elek- 
trographit in die Losung eingeruhrt und durch einen StromfluJi 
zwischen zwei in die Losung eingehangten Elektroden aufgela- 
den. Die geladenen Elektrographitkiigelchen zeigen eine Akku- 
mulation von Verunreinigungen, die hier die betreffenden 
Zellbestandteile und Fremdpartikel umfassen. Die Sedimenta- 
tion wird vorzugsweise bei der Reinigung kommerzielen Al- 
ginatmaterials eingesetzt, kann aber anwendungsabhangig auch 
ganz wegfallen (siehe unten, Beispiel 2) . Der Filterschritt 
kann eine mehrfache Filterung mit schrittweise sich verrin- 
gernder Porengrolie z.B. von 15 pm bis 0.1 pm umfassen. Aus 
der gef ilterten Losung wird das Alginat durch ein geeignetes 
Fallungsmittel ausgefallt. Die Fallung wird vorzugsweise mit 
einem Alkohol (z.B. Ethanol) durchgef uhrt . Es kann aber auch 
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eine Saure oder ein anderes geeignetes Fallungsmittel verwen- 
det warden. Die Alkoholkonzentration wird im Bereich zwischen 
10% bis 50%, vorzugsweise im Bereich von 30% bis rd. 50% ge- 
wahlt. in diesem Konzentrationsbereich bleiben Verunreinigun- 
gen durch immunoiogisch aktive Polysaccharide wie z.B. Fucoi- 
dan in der Losung und konnen somit vom Aiginat getrennt wer- 
den. Falls hohere Alkohoikonzentrationen wie z.B. beimVer- 
fahren nach De Vos et al . verwendet werden, so konnen diese 
unerwunschten Polysaccharide nicht abgetrennt werden. Wahrend 
der Ausfallung erfolgt vorzugsweise eine Durchstromung der 
Losung mit einem Treibgas (z.B. Luft) . Das ausgefallte Aigi- 
nat wird durch die eingeblasene Luft nach oben aufgetrieben 
und kann von der Losungsoberf lache leicht mit einer geeigne- 
ten Einrichtung (z.B. Netz, Sieb oder dergl.) von der Losung 
abgetrennt werden. Anschlieliend wird das gesammelte Aiginat 
mit einer Filterpresse entwassert. 

Die genannten Verf ahrensschritte werden anwendungsabhangig 
ganz, teilweise oder in teilweise modif izierter Form 
wiederholt. Nach dam letzten Verf ahrensablauf wird das hoch- 
gereinigte Aiginat in Ethanol und ggf- anschlieBend in Wasser 
gewaschen und bei Raumt emperatur luf tgetrocknet . 

Das gereinigte Aiginat besitzt in Abhangigkeit vom Ausgangs- 
raaterial ein Verhaitnis der Monomeren Mannuronsaure und Gulu- 
ronsaure im Bereich von 0 . 1 - 9 ( entsprachend 1% bis 90% Man- 
nuronsaure) und ein mittleres Molekulargewicht von ca . 10 kD 
bis mehr als 1000 kD. Derart gereinigtes, bei einer autoim- 
mundiabetischen BB/OK Ratte implantiertes Aiginat lost nach 
einer Implantationszeit von 3 Wochen keine oder nur eine sehr 
schwache Fremdkorperreaktion aus, wie im einzelnen unten er- 
lautert wird. 

Das beschriebene Verfahren zur Alginatgewinnung kann in Bezug 
auf das Fallungsmittel, die Wahl des .Sedimentationsmittels , 
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die Wahl des inerten Treibgases, das Fallungsverf ahren 
und/oder das Vorgehen beim Einsammeln des ausgefallten Algi- 
nats modifiziert warden. Anstelle des zur Sedimentation ein- 
gesetzten Kieselgur kann auch jedes andere absorbierende Ma- 
terial wie Elektrographite, Granulate, Cellulose, porose Re- 
cycling-Materialien in Pulver- oder Partikelform verwendet 
werden. Es ist auch moglich, zur Sedimentation ein miteinem 
absorbierenden Material beschichtetes Ruhrwerkzeug zu verwen- 
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Gegenstand der Erfindung ist auch ein hochgereinigtes Algi.- 
nat das als Mischpolymer aus Mannuronsaure und Guluronsaure 
in linem Verhaltnis im Bereich von 1% bis 90%, insbesondere 
rd. 70%, besteht, wobei das mittlere Molekulargewicht grower 
als 1000 kD, mindestens j edoch groBer als 250 kD, ist. 

ErfindungsgemaBe Alginate zeichnen sich aufgrund ihrer extre- 
men Reinheit und aufgrund der schonenden Extraktion beim er- 
findungsgemalien Verfahren durch charakteristische Stoffexgen- 
schaften aus, die bei herkommlichen Alginaten nicht gegeben 
sind. Diese Stof f eigenschaf ten umfassen sowohl charakteristi- 
sche Parameter, die als Eigenschaf ten des Alginats direkt 
tneiibar sind (z.B. Viskositat) , als auch Parameter, die als 
Eigenschaften der erf indungsgemalb entfernten Verunreinxgun- 
gen, deren vollstandiges Fehlen oder vernachlassigbar gerin- 
ges'Auftreten auf die hohe Reinheit des erf indungsgemalien Al- 
ginats hinweisen (z.B. Fluoreszenzeigenschaf ten von Verunrei- 
nigungen, Auslosung immunologischer Reaktionen bei Tierver- 
suchen und in Zellkulturen etc.) 

Ein erfindungsgemalies Alginat zeichnet sich durch eine hohe 
Viskositat aus. Eine wassrige L5sung eines erf indungsgemalien 
Alginats mit einer 0-l-%igen Konzentration besitzt eine Vxs- 
kositat im Bereich von 10 bis 15 mPa s. Dies stellt einen er- 
heblich hoheren Wert gegenuber der Viskositat herkommlicher 
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Alginatlosungen gleicher Konzentration (rd. 1 bis 5 mPa s) 
dar. Bei 0.5%igen Losungen erf indungsgemalier Alginate ergibt 
sich eine Viskositat von 280 mPa s. Die Viskositat der Algi- 
natlosungen werden mit einem Kugelrollviskosimeter (Typ: AMV- 
200, Anton Paar KG, Graz, Osterreich) bestimmt. Aus den Vis- 
kositatswerten wird mittels der Verfahren nach Huggins 
("J. Am. Chem. Soc", Bd. 64, 1942, S. 2716 ff.) und Kramer 
("ind. Eng. Chem.", Bd. 30, 1938, S. 1200 ff.) das Molekular- 
gewicht bestimmt. Es ergeben sich bei den erf indungsgemaiien 
Alginaten mittlere Molekulargewichte groBer als 250 kD. 

Erfindungsgemalie Alginate sind frei von Phenolen und 
phenolahnlichen Verbindungen, insbesondere von Polyphenolen, 
die sich aus Phloroglucinol zusammensetzen, und Phenol- 
Protein-Verbindungen. Bei einer Anregungswellenlange von 
3 66 nm besitzen erfindungsgemalie Alginate, abgesehen von ei- 
ner Losungsmittelfluoreszenz (Raman-Bande des Wassers) bei 
418 nm im Spektralbereich von 380 bis 550 nm keine Fluores- 
zenzemissionen. Die Phenol- und Polyphenol-Freiheit erf in- 
dungsgemalier Alginate ergibt sich auch aus Farbtests unter 
Verwendung der Folin-Denis-Reaganz oder mit Dimethoxybenzal- 
dehyd (DMBA). Erfindungsgemalie Alginate besitzen bei diesen 
Farbtests, abgesehen von der Losungsmittelabsorption, keine 
Extinktion . 

Erfindungsgemalie Alginate sind praktisch frei von Substanzen 
(z.B. Proteinen), die bei einer Wellenlange von 350 nm absor- 
bieren. Die Proteinf reihei t zeigt sich wiederum bei einer 
Fluoreszenzmessung mit einer Anregungswellenlange von 270 nm, 
die, abgesehen von der Losungsmittelfluoreszenz, im Spektral- 
bereich von 300 bis 500 nm keine Fluores zenzemission ergibt. 
Die Proteinfreiheit erf indungsgemalier Alginate wird auch mit 
dem photometrischen Proteinnachweis nach Bradford ("Anal. 
Biochem.", Bd. 72, 1976, S. 248 f f . ) gezeigt. 
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Erfindungsgemalie Alginate sind auch Endotoxin-f rei . Endoto- 
xine sind Verunreinigungen, die bei einer Implantation exner 
imxuunreaktionreaktion des Empfangers auslosen kannen, welche 
aus den Zellenwanden der bakteriellen Begleitflora der Algi- 
nate in herkammliche Algenextrakte gelangen. Erf indungsgexna.e 
Alginatlosungen (Konzentration : 0,25%) besitzen einen Endoto- 
xingehalt von weniger als 14,5 Endotoxineinheiten pro Mxllx- 
liter Alginatiosung (MeBverf ahren : quantitave Endotoxinbe- 
stimmung mit Limulus Amobozyten Lysat-Test) . 

Erfindungsgera.Be Alginate sind im Gegensatz zu herk5^1ichen 
Alginatextrakten biokompatibel, soweit dies durch d.e unten 
eriauterten XTT- und MTT-Tests und Versuche an BB/OK-Ratten 
gezeigt wird. 

B^.orzugte An„endunge„ eine= d.rartigen, ho.hgereini,t.n Al- 
oinats sind di. Transplantationschiru.gie, bei der lebende 
zallen in einer Alginatkapsel eingeschlossen und ohne d.e 
Ausl5su„g i.™unologi=cher Rea.tionen im Kdrper eines Lebewe- 
sens impiantiert werden. Das hochgereinigte Alginat Kann au.h 
in den Gebieten der Lebensmittel- Oder Textiltechnik zur Er- 
hdhung der Vertraglichkeit bestimmter Nahrungsmittel Oder 
Stoffe eingesetzt werden. Es wird betont, da. das oben erlau- 
■ terte erfindungsgemMiie Verfahren auch zur Herstellung hochge- 

reinigten Alginats mit geringerem Molel^ulargewicht biS zu 

1000 kD geeignet ist. 

Weitere Vorteile und Einzelheiten der Erfindung werden im 
folgenden, insbesondere unter Bezug auf die beigefUgten 
Figuren beschrieben. Es zeigen: 

^. . eine Schnittansicht eines Dvisenkopfes zur 

r -Lg • -1- 

Herstellung von Alginatkapseln, 
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Pj_g_ 2 Fluoreszenzspektren zur Demonstration der 

Phenolf reiheit erf indungsgemalier Alginate, 

Pj_g_ 3 Fluoreszenzspektren zur Demonstration der 

Proteinfreiheit erf indungsgemafier Alginate, 

und 

Pig_ 4 Ergebnisse eines Lymphozytenstimulationstests 

zur Demonstration der Immunogenf reiheit 
erf indungsgemalier Alginate. 

Ausfuhrunqsbeispiele 

Im folgenden werden konkrete Ausgestaltungen der oben allge- 
mein erlauterten Verf ahrensweise an Beispieien beschrieben. 
Dabei wird ohne Beschrankung auf die Reinigung bzw. Verwen- 
dung von Alginatmaterial auf der Basis von Braunalgen Bezug 
genommen. Anstelle von Braunalgen konnen allgemein alle algx- 
natenthaltenden Salzwasser- oder Suliwasser-Algen verwendet 
werden. Die Reinigung von Alginatmaterial aus anderen Algen 
erfolgt in entsprechender Weise. 

Das Ausgangsmaterial umfaBt (1) frische Braunalgen, (2) ge- 
trocknete Braunalgen oder (3) kommerzielles Alginat . Als 
Frischmaterial (1) werden in der Natur oder in einem Kulti- 
vierungsraum oder Gewachshaus geerntete Braunalgen oder 
Braunalgenteile aus vorbestimmten Entwicklungsstadien des Le- 
benszyklus der Algen oder entsprechendes in einem homogenen 
Bioreaktor kultiviertes Algenmaterial verwendet. Das Trocken- 
material (2) besteht aus getrockneten Braunalgen, die ent- 
sprechend diesen Alternativen gewonnen wurden. 
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Beispiel 1 

Beim ersten Beispiel wird auf 80 g trockene und anschlieliend 
wieder hydratisierte (gewasserte) Algen Bezug genommen. Bei 
kommerziellem Alginat, dessen Trockengewicht nur rund 1% des 
Frischgewichts ausmacht, wird entsprechend weniger Trockenge- 
wicht eingesetzt. Das trockene Material (z.B. Laminarales , 
Fucales) gemali (2) oder (3) wird je nach Ausgangsmenge fiir 
mehrere Stunden in warmem Leitungswasser gewassert. Dies kann 
beispielsweise bei Leitungswasser mit einer Temperatur von 
40°C mindestens 3 bis 4 Stunden dauern, wobei das Wasser 
mehrfach ausgetauscht wird oder f lielit . Bei Verwendung von 
kalterem Wasser muli die Wasserung entsprechend verlangert 
werden. Die Wasserung erfolgt vorzugsweise dadurch, daB das 
Material in einem wasserdurchlassigen Behaltnis (z.B. wasser- 
durchlassiger Sack) in flieliendes Leitungswasser gehangt 
wird. Bei Wasserung in stehendem Wasser wird das Material z. 
B. bei einem Ausgangstrockengewicht von rund 80 g getrockne- 
ter Algen (entsprechend 10% des Frischgewichts von rund 800 
g) in 3 bis 6 1 Wasser gewassert. Nach der Wasserung erfolgt 
die Verfahrensweise fiir alle drei genannten Arten von Aus- 
gangsmaterial (1) bis (3) analog. 

Das Material wird in rund 5.7 1 einer 25 mM EDTA-Losung (Aqua 
dest. bzw. demineralisiertes Wasser) suspendiert (bzw. im 
Falle von kommerziellem Alginat (3) gelost) . Die Einwirkung 
der Ethylendiamintetraessigsaure(EDTA)-Losung erfolgt minde- 
stens 10 Stunden. Die Einwirkungszeit kann verkurzt werden, 
wenn die Suspension laufend geriihrt wird. Mit steigender Ein- 
wirkungszeit verbessert sich die Ausbeute an gereinigtem Al- 
ginat. Bei einer ungeruhrten Suspension kann beispielsweise 
eine Einwirkungszeit von mehreren Tagen vorgesehen sein. 
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AnschlieRend werden 5% NajCOs und EDTA als Festsubstanzen un- 
ter Ruhren zugegeben. Die EDTA-Menge wird derart gewahlt, dali 
eine 50 mM-EDTA-Losung gebildet wird. Die Suspension wird so- 
lange geruhrt, bis eine homogene ( f eindisperse) Losung vor- 
liegt. Dieser Zustand ist insbesondere dann erreicht, wenn in 
der Losung nur noch wenige Zellbestandteile sichtbar sind. 
Anschlieflend werden rund 34 g Kieselgur unter Ruhren zuge- 
setzt und die Losung fur mindestens 2 Tage geruhrt. Es ist 
alternativ moglich, das Kieselgur zusammen mit NaaCOa und EDTA 
unter Ruhren zuzugeben. Es kann anwendungsabhangig (insbeson- 
dere in Abhangigkeit vom verwendeten Braunalgenmaterial ) vor- 
gesehen sein, zusatzlich lonenaustauschermaterial gleichzei- 
tig mit dem Kieselgur oder Elektrographit zuzugeben. Es ist 
beispielsweise moglich, zusatzlich 34.2 g Amberlit als lonen- 
austauscher zuzusetzen, das vorher einer Reinigung unterzogen 
worden ist. Diese Reinigung dient der Entfernung toxischer 
Substanzen und umfalit eine Wasserung in flieliendem Wasser 
(Dauer rund 3 Stunden) . 

Nach der Kieselgurbehandlung wird das Volumen der Losung mit 
demineralisiertem Wasser auf 22.8 1 verdunnt, um die Viskosi- 
tat zu verringern. Die Verdvinnung wird allgemein derart ge- 
wahlt, dali die Losung anschlieliend filtrierbar ist. Der Was- 
serzusatz hangt somit insbesondere auch vom verwendeten 
Braunalgenmaterial ab . Nach der Verdtinnung und kurzzeitigem 
Durchruhren wird die Losung fiir mindestens 10 Stunden stehen- 
gelassen, um feste Bestandteile sedimentieren zu lassen. Die 
Standzeit kann auch im Bereich von Tagen liegen. Der fiber- 
stand wird abdekantiert und filtriert. Die Filtration erfolgt 
mehrstufig, wobei erst ein Tiefenfilter mit einer PorengroiJe 
von 15 um und anschlieliend ein Filter mit einer Porengroiie 
von 0.1 ]am verwendet wird. 
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AnschlieBend folgt ein Salzzusatz zu dem Filtrat. Es wird der 
Zusatz von KCl bevorzugt, wobei anwendungsabhangig auch ande- 
re, entsprechende Salze eingesetzt warden konnen . Es wird so- 
viel KCl als Festsubstanz zugegeben, daI5 sich eine 0.13 M 
KCl-Losung ergibt. 

AnschlieBend folgt eine Ethanol-Fallung . Die Menge des Etha- 
nolzusatzes hangt davon ab, wieviel Fucoidan sich im Material 
befindet. Bei der ersten Ethanolf allung sollte die Etha- 
nolendkonzentration bei Anwesenheit von Fucoidan nicht 40% 
uberschreiten, da sonst das Fucoidan mit ausfallt. Beim ange- 
gebenen Beispiel werden rund 12 1 99%iger Ethanol zugesetzt, 
so daJi die Endkonzentration des Ethanol in der Gesamtlosung 
bei rund 34% liegt. Es kann auch vorgesehen sein, daiJ die 
Ethanolkonzentration in Abhangigkeit von der Art des Ausfal- 
lens des Alginats gewahlt wird. Durch Variation der Ethanol- 
konzentration kann erzielt werden, daB das Alginat fadenfor- 
tnig Oder wattef5rmig ausfallt. Eine derartige Ausf allung wird 
nach Moglichkeit angestrebt, damit das Alginat aufschwimmt 
bzw. weiterverarbeitet werden kann, wie dies unten erlautert 
wird . 

Anstelle von Ethanol kann auch mindestens ein anderer Alkohol 
(z. B. isopropanol) oder eine Fallungssaure zugegeben werden, 
wobei die Konzentration sich nach den genannten Kriterien 
richtet . 

Wahrend der Fallung erfolgt eine Durchstromung der Losung mit 
einem Treibgas (z.B. Luft) . Das ausgefallte Alginat wird wah- 
rend der Fallung, d.h. im Entstehen, durch die eingeblasene 
Luft nach oben aufgetrieben und kann von der Losungsoberf la- 
che leicht mit einer geeigneten Einrichtung (z.B. Netz, Sieb, 
Oder dgl.) von der Losung abgehoben werden. Das ausgefallte 
Alginat kann auch ohne Treibgaszusatz durch Dekantieren oder 
Umriihren mit einer Ruhreinrichtung, an der ausgefalltes Algi- 
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nat haften bleibt, gesammelt werden. Anschlieliend wird das 
gesaimnelte Alginat mit einer Filterpresse entwassert, um dem 
stark hygroskopischen Material zumindest teilweise Wasser zu 
entziehen . 

Die bis hier realisierten Verf ahrensschritte werden anwen- 
dungsabhangig ganz, teilweise oder teilweise unter modifi- 
zierten Bedingungen wiederholt. Danach wird eine Weiterverar- 
beitung des gefallten Alginats wie folgt durchgef uhrt . 

Das gefallte Alginat wird in 11.4 1 und 0.5 M-KCl/10 luM-EDTA- 
Losung aufgelost. Die Auflosung erfolgt unter Ruhren, bis ei- 
ne homogene Losung vorliegt. Anschlieliend folgt eine zweite 
Fallung mit rund 10 1 einer 99%igen Ethanollosung unter 
Treibgaszufuhrung. Unter diesen Bedingungen betragt die Alko- 
holkonzentration in der Gesamtlosung rund 44%. Bei dieser 
zweiten Fallung kann eine hohere Alkohol- (bzw . Saure-)Kon- 
zentration gewahlt werden, da das Fucoidan (siehe oben) be- 
reits abgetrennt ist. Allerdings wird die Konzentration des 
Fallungsmittels wiederum so eingestellt, dali die Bildung von 
faden- oder watteartigem Alginat gefordert wird. Bei nicht- 
optimaler Alkoholkonzentration ist das Alginat gelatineartig 
und kann somit nicht flotiert werden (Auf schwimmen unter 
Treibgaswirkung) . 

Anschlieiiend wird das gefallte Alginat wieder durch eine Fil- 
terpresse entwassert und mehrmals mit der 10-fachen Menge ei- 
ner 70%igen Ethanollosung gewaschen. Anschlieiiend wird das 
Material bei Raumtemperatur getrocknet. Die Trocknung kann 
anwendungsabhangig unter sterilen Bedingungen erfolgen. Es 
kann nach der Waschung mit Ethanol vorgesehen sein, das Mate- 
rial mehrfach mit demineralisiertem Wasser zu waschen oder 
gegen demineralisiertes Wasser zu dialysieren, um Restspuren 
von Begleitstof fen zu entfernen. 



Die Zahl der erf indungsgemali durchgef uhrten Fallungen richtet 
sich nach den Verunreinigungen bzw. den toxischen Beiproduk- 
ten im Ausgangsmaterial • 

Die Gewebevertraglichkeit des entsprechend dem Beispiel ge- 
wonnenen Alginats wird wie folgt geprlift. Es werden Implanta- 
tionsexperimente mit normoglykamischen (6.1 + 0.4 mM Plas- 
maglucose), diabetisanf alligen BB/OK-Ratten (200 + 25 Tage 
alt) durchgef uhrt. Diese Ratten besitzen eine erheblich hohe- 
re Empfindlichkeit gegen Verunreinigungen in Alginaten als 
die oben genannten Lewisratten. 

Ba^^-Alginatkapseln wurden aus dem hochgereinigten Alginat 
entsprechend der Verf ahrensweise hergestellt, die in 
DE-OS 42 04 012 Al beschrieben ist. Die Alginat kapseln be- 
sitzen einen mittleren Durchmesser von 200 bis 400 pm. 
Die Implantation erfolgte unter die Nierenkapsel der BB/OK- 
Ratten. Die Empfangertiere blieben normoglykamisch und zeig- 
ten keinen Verlust an Korpergewicht . Nach drei Wochen' wurden 
die Tiere getotet, die Nieren herausgenommen und in 
Bouin'scher Losung fixiert. Nach Einbettung in Paraffin folg- 
te die Preparation von 7 pm-Schnitten . Jeder 20. Schnitt von 
zwei unabhangigen Individuen wurde zur histologischen Unter- 
suchung herangezogen . 

Das Ergebnis der Untersuchung fur verschiedene Proben im Ver- 
gleich mit Rohalginat ist in der folgenden Tabelle zusammen- 

gestelit : 



Resultat fur zwei unabhangige Proben: 



Probe 


Ratte # 


Histoiogische 
Beurteilung 
(Fibrose) 


Endotoxingehalt 
^A-r^ay n 9S?!irrpn Losuncj des 
Alginats 


SI 


V159 


( + ) 






V161 


+ 




S2 


V454 


0 


3, 5 EU/ml 


Rohalginat 


V12 


++++ 


> 1000 EU/mi 



i:"kein"Reaktion, : sahr schwache Reaktion, schwache Reaction, 

++++: sehr starke Fibrose) 

Es zeigt sich, daii die Implantation mit erf indungsgemaaem Al- 
ginat keine oder nur eine sehr schwache Reaktion auslost, wo- 
hingegen bei Implantation mit kommerziell angebotenem Rohal- 
ginat eine sehr starke Fibrose auftritt. 

Der Endotoxingehalt, der charakteristisch fiir einen poten- 
tiellen Bakterienbef all ist, zeigt im Falle der hochgereinig- 
ten Alginate hervorragende, nahezu vernachlassigbare- Werte, 
wohingegen der Vergleichswert des kommerziellen Rohalginats 
rd. tausendfach groBer ist. 

Am erfindungsgemaU hergestellten, hochgereinigten Alginat 
wurde auch unter Anwendung der folgenden Testverf ahren fest- 
gestellt, dali keine Verunreinigungen von toxischen Substanzen 
gegeben ist. Die Testverf ahren umfassen insbesondere fluores- 
zenzspektroskopische Verfahren und Endotoxin- oder Mitogen- 
aktivitats-Essays, wie sie von G. Klock et al . in "Appl . 
Microbiol. Biotechnology" (Band 40, 1994, Seite 638 ff) und 
in "Biomaterials" (Band 18, 1997, Seite 707) beschrieben 
sind, NMR-spektroskopische Verfahren, die Bestimmung des an- 
tioxidativen Potentials des hochgereinigten Alginats durch 
Ermittlung der Reaktion auf Zugabe von HOCl und tiber die Be- 
stimmung der oxidativen Aktivitat neutrophiler Granolycyten 
unter Zuhilfenahme der Chemolumineszenz (siehe K. Arnold m 
"Abhandlungen der sachsischen Akademie der Wissenschaf ten zu 
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Leipzig", Band 58, 1997, Heft 5) und das Verfahren der "Free 
Flow Electrophoresis" wie es von U. Ziimnermann et al. in 
"Electrophoresis" (Band 13, 1992, Seite 269) beschrieben ist. 
Eine toxische Verunreinigung wurde mit diesen Verfahren nicht 
bestimmt . 

Nach den in der oben genannten Publikation von G. Klock et 
al. (1997) angegebenen Verfahren wurde ferner das Verhaltnis 
von Mannuron- zu Guluronsaure mit Hilfe der sogenannten "Cir- 
cular Dichroismus-Spectroscopy" bzw. mit der IR-Spektroskopie 
ermittelt. Ferner wurde auch das Molekulargewicht iiber die 
Bestimmung der Viskositat ermittelt. 

Die mit Ba^^ vernetzten Kapseln aus Alginat besitzen eine her- 
vorragende Elastizitat, wie es mit Hilfe von Kompressionsmes- 
sungen nachgewiesen werden konnte . 

Beispiel 2 

Beim zweiten Beispiel wird auf 10 g trockene Algen Bezug ge- 
nommen. Bei groBeren Ausgangsmassen sind die im folgenden ge- 
gebenen quantitativen Grolien entsprechend linear umzurechnen. 
im Unterschied zu Beispiel 1 erfolgt die Alginatgewinnung 
bzw. -reinigung vorteilhaf terweise ohne eine Wasserung oder 
Quellung. Das trockene Ausgangsmaterial wird vielmehr unmit- 
telbar in eine EDTA-Losung gegeben. Die EDTA-Losung besitzt 
eine Konzentration im Bereich von rd. 10 bis 50 mM . Die Sus- 
pension wird 24 Stunden geruhrt und anschlieliend zur Entfer- 
nung von Festmaterial gesiebt. Ein weiterer Vorteil der beim 
zweiten Beispiel erlauterten Verf ahrensweise besteht darin, 
dali der EDTA-Verbrauch und auch der Alkoholeinsatz verringert 
wird. 

ES kann vorgesehen sein, daI5 der Suspension wahrend der EDTA- 
Behandlung zusatzlich Aktivkohle zugesetzt wird. Die Masse 



der zugesetzten Aktivkohle betragt vorzugsweise etwa 10 bis 
200 % der eingewogenen Algentrockenmasse . 

Anschlieliend erfolgt unmittelbar ohne einen gesonderten Sedi- 
mentationsschritt eine Filtration der Suspension. Die Filtra- 
tion erfolgt zweistufig, wobei erst ein Vor- oder Tiefenfil- 
ter mit einer Porengrolie von 15 ]ixa und anschlieliend ein Fil- 
ter mit einer Porengrolie von 0.2 verv/endet wird. 

Nach einem Salzzusatz zu dem Filtrat wie bei Beispiel 1 
(z B. Bildung einer 0.13 M KCl-Losung) folgen mehrere Etha 
nol-Fallungen. Fur die erste Fallung wird 99%iger Ethanol 
(vergallt mit Aceton) zugesetzt, so dali sich eine Endkonzen- 
tration des Ethanol in der Gesamtlosung von 37.5% ergibt . Das 
Fallungsprodukt wird aufgesammelt und in eine 0 . 5M KCl-Losung 
(ohne EDTA) gegeben. Das Volumen der KCl-Losung wird auf exn 
Drittel des Losungsvolumens vor der Fallung eingestellt. 

Fur die zweite Fallung wird wiederum 99%iger Ethanol (ver- 
gallt mit Aceton) zugesetzt, so daii sich hier eine Endkonzen- 
tration des Ethanol in der Gesamtlosung von 44% ergibt. Das 
Fallungsprodukt wird aufgesammelt und in bidestilliertes Was- 
ser mit einem Volumen entsprechend dem Volumen der KCl-Losung 
nach der ersten Fallung gegeben. 

vor der dritten Fallung kann eine Dialyse des bei der zweiten 
Fallung gewonnenen Fallungsprodukts durchgeftihrt werden. Die 
Dialyse, die kein zwingendes Verf ahrensmerkmal ist, erfolgt 
fur die Dauer von 3 Tagen mit 3 Wasserwechseln pro Tag. Fur 
die dritte Fallung wird wiederum 99%iger Ethanol (vergallt 
mit Aceton) zur Einstellung einer Endkonzentration des Etha- 
nol in der Gesamtlosung von 50% zugesetzt. Das Fallungspro- 
dukt wird aufgesammelt und getrocknet . 
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Beispiel 3 

im folgenden wird ein Beispiel zur Transplantationschirurgie , 
namlich die Mikrokapsulierung Langerhans ' scher Inseln, be- 
schrieben . 

Isolierte Langerhans ' sche Inseln warden in einer Losung von 
0 9% NaCl und 0.5% des gereinigten Alginats suspendiert. Die- 
se suspension wurde durch eine in Fig- 1 gezeigte Spruhduse 
10 fein zertropft. Die Diise hat ein bewegliches inneres Hohl- 
rohr.20 (innere Diise) mit Luranschluli (innerer Durchmesser 
350 bzw. 2 mm), ein mittleres Hohlrohr 30 (mittlere Duse) 
n,it einem Durchmesser von 1 mm bzw. 3 . 5 mm und einen aulieren 
Kanal 40, der in einem justierbaren Luf tf okussierkopf 50 miin- 
det. Diese Elemente wurden an einem Dusenkopf 60 montiert, an 
dem sich Druckluft- und Luranschluli befinden. 

Die inselsuspension in Alginat wird durch den zentralen Du- 
senkanal gedruckt . Durch den umgebenden Kanal wird eine Lo- 
sung von 0.5 bis 2% des Alginats in 0.9% Kochsalzlosung 
appliziert. Bei den am Dusenausgang entstehenden Tropfen um- 
schlielJt auf diese Weise die auliere Alginatlosung (0.5 bis. 
2%) die in der 0.5%igen Alginatlosung suspendierten Inseln. 
Durch den auBeren, dritten Kanal wird Druckluft zugefuhrt, 
welche die Tropfen von der Dusenoffnung abschert. Die Druck- 
luft wurde auf 30 bis 40 mbar (7 bis 8 1/min) eingestellt. 
Die Alginattropfen 70 wurden in 40 mL Vernetzerlosung mit 
20 mM BaCla und 5 mM Histidin geliert. Die Vernetzerlosung ist 
mit NaCl auf eine physiologische Konzentration (290 mOsmol) 
eingestellt. Die Kapseln wurden dann dreimal entsprechend mrt 
isotoner Kochsalzlosung gewaschen. 

Mit dem erfindungsgemalben Alginat konnen allgemein Umhullun- 
gen fur allogene und xenogene Gewebe, insbesondere endokrines 
Gewebe, hergestellt werden. 
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Weitere 



r.harakterisierunq erf indungsgemafien Alginatmaterials 



1. Fluorimetrischer Phenolnachweis 

Erfindungsgemalie Alginate enthalten keine storenden Verunrei- 
nigungen auf der Basis von Phenolen, Polyphenolen und anderen 
Phenolverbindungen. Diese Phenolf reiheit bedeutet, dafi die 
genannten Verunreinigungen nicht oder in einem derart gerin- 
gen Gehalt in den Alginaten enthalten sind, dali Anwendungen 
in der Biologie und Medizin, insbesondere die obengenannten 
Anwendungen, nicht durch Immunreaktionen oder dergleichen ge- 
stort werden. Die Phenolf reiheit wird mit einer f luorimetri- 
schen Analyse nachgewiesen, die von G. Skajk-Braek et al . (s. 
"Biotechnology and Bioengineering" , Bd. 33, 1989, S. 90 ff.) 
beschrieben worden ist. Die Fluoreszenzmessung wird mit einem 
Spektrometer LS50 (Perkin-Elmer , Beaconsf ield) durchgef iihrt . 
Bei einer Anregungswellenlange von 366 nm ergeben sich die in 
Fig 2 gezeigten Fluoreszenzspektren an L5sungsproben wahrend 
der Reinigung gemali Beispiel 2. Vor und nach der anfanglichen 
Filtration zeigt die Alginatlosung eine starke Fluoreszenz xm 
Bereich zwischen 380 und 550 nm (obere Spektren) . Nach den 
Filtrations- und Fallungsschritten ist die Fluoreszenz erheb- 
lich vermindert. Die Konzentration der Endlosung betragt 
rd. 0,2-0,3%. Es verbleibt lediglich ein Fluores zenzmaximum 
bei 4^8 nm, was der Losungsmittelf luoreszenz entspricht. Im 
erfindungsgemafi gereinigten Alginat ist die Fluoreszenz der 
Phenole und Phenolverbindungen auf weniger als rd. 10% gegen- 
uber der ungereinigten Alginatlosung reduziert. 

Fig. 2 zeigt, dali die Phenolgehalte im Laufe des erfindungs- 
gemalien Verfahrens drastisch abnehmen und dali das gereinigte 
Alginat eine Emission zeigt, die nur noch geringfugig uber 
den Werten hochreinen Wassers liegt. 
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2. Fluorimetrischer Proteinnachweis 

Die Proteinfreiheit erf indungsgemaiier Alginate wird wie bei 
der Analyse gemaB 1. f luorimetrisch nachgewiesen . Fig. 3 
zeigt, daI3 bei einer Anregungswellenlange von 270 nm vor der 
Reinigung eine starke Emission im Bereich von 300 bis 500 nm 
gemesen wird. Diese Emission fallt im Laufe der Reinigung auf 
einen Wert unterhalb von 20% der Fluoreszenz der ungereinig- 
ten Alginatlosung ab . Nach der letzten Fallung ist die Fluo- 
reszenz nicht mehr nachweisbar oder vernachlassigbar klein. 

3. Phenolnachweis nach Folin-Denis bzw. mit DMBA 

Der Folien-Denis-Nachweis farbt samtliche phenolhaltige Ver- 
bindungen. Erf indungsgemali hergestellte Alginate zeigen bei 
diesem Nachweise keine Extinktion. Der Folin-Denis-Nachweis 
wird unter den folgenden Bedingungen durchgef uhrt : 

Die zu analysierende Alginatlosung (0,5 ml) wird mit 1 ml 
Methanol zur Extraktion versetzt. Die Probe wid nach intensi- 
vem Schutteln fiir ca . 8h in den Kiihlschrank gestellt. Das 
ausgefallene Alginat wird abzentrif ugiert , 10 pi des Uber- 
standes werden in 40 pi des Folin-Denis Reagenz (Fluka, 
Deisenhofen, Deutschland) , 80 pi 1 M Na^COa und 120 pi H^O 

(Reihenfolge einhalten) gegeben. Nach intensivem Schutteln 
erfolgt die Farbentwicklung im Wasserbad bei 50°C fur 30 min. 

Es folgt die Messung der optischen Dichte mit Hilfe eines 

Photometers bei einer Wellenlange von 650 nm (oder 

725 nm) . 

Auch beim Zusatz von Dimethoxybenzaldehyd (DMBA) zeigen die 
erfindungsgemalien Alginate keine photometrisch auswertbare 
Farbreaktion. Dieser Test wurde unter den folgenden Bedingun- 
gen ausgefiihrt: Die zu analysierende Alginatlosung (0,5 ml) 
wird mit 1 ml Methanol zur Extraktion versetzt. Die Probe 
. wird nach intensivem Schutteln fur ca . 8h in den Kuhlschrank 
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gestellt. Das ausgefallene Alginat wird abzentrif ugiert . An- 
schlieliend erfolgt die Zugabe von 10 ]il des Uberstandes in 
die DMBA Losung, die wie folgt hergestellt wurde : 2 g DMBA 
(Fluka, Deisenhofen, Deutschland) warden in 100 ml Eisessig 
gelost. 16 ml HCl (37%) werden mit Eisessig auf 100 ml aufge- 
fiillt. Beide Losungen sind kurz vor der Verwendung 1:1 zum 
Arbeitsreagenz zu mischen. 

Es folgt die Messung der optischen Dichte mit Hilfe eines 
Photometers bei einer Wellenlange von 490 nm (oder 510 nm) 
gegen eine Eichreihe Phloroglucinol (Sigma, Deisenhofen, 
Deutschland) . 

4. Proteinnachweis nach Bradford 

Der Proteinnachweis nach Bradford (s. "Anal. Biochem.", Bd. 
72, 1976, S. 248 ff.) basiert auf der Tatsache, dali der Farb- 
stlff Coomassie brilliant blue sehr spezifisch an Proteine 
anbindet, wodurch es zu einem Farbumschlag von rot nach blau 
kommt. Die Intensitat der Blaufarbung korreliert linear mit 
der Proteinmenge und kann photometrisch quantif iziert werden. 
Mit dieser Methods sind Proteine bis in den unteren ]ag- 
Bereich nachweisbar. Es wurden 10 yil einer 0,5%igen Alginat- 
losung untersucht. Als f arbstof f haltige Nachweissubstanz wur- 
de das sogenannte Bradf ord-Reaganz (Hersteller Sigma, Stein- 
heim, Deutschland) der Alginatlosung zugesetzt. Nach einer 
Inkubationszeit von 10 Minuten wurde die Probenabsorption 
photometrisch bei 57 0 nm unter Verwendung eines "Thermomex 
Microplate Reader"-Gerates (Hersteller Molecular Devices, 
Manlow Park, USA) gemessen. In der erf indungsgemalien Alginat- 
losung wurden mit diesen Verfahren keine Proteine gefunden. 
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5. XTT- und MTT-Tests 

Die Biokompatibilitat der erf indungsgemaii gereinigten Algina- 
te kann mit den folgenden Tests gezeigt werden. Lebende Zel- 
len, wie Maus-Lymphozyten oder Fibroblasten werden fur einige 
Tagl mit den Alginaten in Kultur gehalten. Weisen die Algina- 
te eine iinmunogene Wirkung auf, so werden die Zellen stimu- 
liert Oder inhibiert (um den Effekt der Stimulation zu ver- 
deutlichen konnen zusatzliche Stimulanzien, z.B. LPS oder PHA 
in die Kultur gegeben werden) . Die bei Lyitiphozyten erhohte 
und bei Fibroplasten verminderte Stof f wechselaktivitat kann 
anhand der Umsetzung eines Farbstoffs {XTT oder MTT) durch 
mitochondrielle Dehydrogenasen visualisiert und photometrisch 
quantifiziert werden. Bei erf indungsgemali gereinigten Algina- 
ten ist die Farbstoffumsetzung vernachlassigbar gering (s. 
Fig. 4), wohingegen bei koiranerziellen Alginaten eine starke 
Farbstoffumsetzung nachweisbar ist. Fig. 4 zeigt die Ergeb- 
nisse der Farbtests fiir verschiedene LPS-Vorstimulierungen . 

Die Kultivierung der Zellen wurde unter den folgenden Bedin- 
gungen durchgef uhrt . Die Lymphozytenzellsuspension (1*10^ Zel 
len/ml in Complete Growth Medium) wird mit verschiedenen Kon- 
zentrationen an Lipopolysacchariden (LPS, Endkonzentration : 
0,01 pg/ml) und Alginatlosung (Endkonzenration : 0,05%) ver- 
sltzt und 3 Tage bei 5% CO2 und 37°C kultiviert. Danach wird 
die suspension mit einer Losung des Tetrazoliumsalzes (XTT 
Oder MTT) und fur weitere 6h inkubiert . Es folgt die Messung 
der optischen Dichte bei 450 nm (Ref erenzmessung bei 650 nm) 

6. Versuche in BB/OK-Ratten 

Wie oben bei Beispiel 1 beschrieben, kann die Biokompatbili- 
tat erfindungsgemaJier Alginate auch durch in vivo-Tests an 
BB/OK-Ratten gezeigt werden, deren Immunsystem eine erhohte 
Makrophagenaktivitat aufweist. Erf indungsgemali gereinigtes 
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Alginat, das entsprechend den oben beschriebenen Schritten 
kapselfSrmig in Ratten-Nieren implantiert worden ist, veru 
sacht nach 3 Wochen Inkubationszeit keine Fibrosen. 



7 . Elektrorotation 



Die Biokompatbilitat der erf indungsgemali gereinigten Alginate 
kann auch itiit folgendem Test gezeigt werden. Lebende Zellen, 
wie Human-Lymphozyten oder Maus-Lymphozyten werden fur einige 
Tage mit Alginaten in Kultur gehalten. Weisen die Alginate 
eineiimnunogene Wirkung auf, reagieren die Zellen mit einer 
stark vergrolierten Membranoberf lache (Zunahme der Mikrovilli) 
(urn diesen Effekt zu verdeutlichen konnen zusatzliche Stimu- 
lanzien, z.B. LPS oder PHA in die Kultur gegeben werden). 
Eine solche Zunahme lalJt sich iiber eine Erhohung in der spe- 
zifischen Membrankapzitat C. ermitteln. Die Elektrorotation 
der Zellen unter Wirkung hochf requenter elektrischer Felder 
bietet eine Moglichkeit, diese Veranderungen der Lymphozyten- 
membran auf dem Einzelzellniveau nachzuweisen . Bei erfin- 
dungsgemaJi gereinigten Alginaten lalit sich keine Erhohung der 
spezifischen Membrankapazi tat messen, wohingegen bei kommer- 
ziellen Alginaten eine Erhohung dieses Wertes nachweisbar 
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Die Messungen wurden unter folgenden Bedingungen ausgefuhrt. 
Die Lymphozytenzellsuspension (1*10^ Zellen/ml in Complete 
Growth Medium) wird mit einer Alginatlosung (Endkonzen- 
tration: 0,05%) versetzt nd 3 Tage bei 5% CO2 und 37°C kulti- 
viert. Danach wird die Suspension 2 x in isoosmolaler Inosi- 
tollosung (290 mOsm/kg) gewaschen, anschlieliend gut resuspen- 
diert. Bei verschiedenen Leitf ahigkeiten (10, 25, 40 yaS/cm) , 
eingestellt mit HEPES-KOH, pH 7,2) erfolgt die Bestimmung der 
charakteristischen Frequenz (Maximum) der Antif eldrotation 
mittels der Kompensationsmethode . Mit Hilfe einer linearen 
Regression der mit dem Zellradius normierten charakteristi- 
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schen Frequenzen, aufgetragen gegen die externe Leitfahig- 
keit, kann man die elektrischen Parameter (Kapazitat und 
Leitfahigkeit) der Plasmamembran bestimmen. Die elektrischen 
Parameter der in Anwesenheit erf indungsgemafier Alginate kul- 
tivierten Zellen bleiben unverandert, wohingegen die mit 
kommerziellen Alginaten kultivierten Zellen eine Zunahme der 
Membrankapazitat um 10 bis 50 % aufweisen. 

8. ZellgroBe und Zellzahl 

Die Biokompatibilitat der erf indungsgemali gereinigten Algina- 
te kann auch mit folgendem Test gezeigt werden. Lebende Zel- 
len, wie Human-Lymphozyten oder Maus-Lymphozyten werden fur 
einige Tage mit Alginaten in Kultur gehalten. Weisen die Al- 
ginate eine immunogene Wirkung auf, so vergroBern sich die 
Zellen und es erhoht sich die Anzahl der Zellen (um diesen 
Effekt zu verdeutlichen, konnen zusatzliche Stimulanzien, 
z.B. LPS Oder PHA in die Kultur gegeben werden). Die Zell- 
grofie und die Zellzahl kann mit Hilfe des CASYl Cell Analyzer 
(Model TTC, Scharfe Technology, Reutlingen, Deutschland) , der 
nach dem Coulter Prinzip arbeitet, ermittelt werden. Ein sei- 
ches Gerat erlaubt die schnelle, genaue Erfassung (GroBe, 
Grolienverteilung und Zellzahl) mehrerer tausend Zellen pro 
Messung. Bei erf indungsgemali gereinigten Alginaten lalit sich 
keine signifikante ZellvergroBerung und Erhohung der Zellzahl 
nach Inkubation messen, wohingegen bei kommerziellen Algina- 
ten eine deutliche Zellvergrolierung (rd. 50 %) und eine er- 
hohte zellzahl (35 bis 50 %) nachweisbar ist. 

Die Messungen wurden unter folgenden Bedingungen durchge- 
fuhrt. Die Lymphozytensuspension (1-10^ Zellen/ml in Complete 
Growth Medium) wird mit einer Alginatlosung (Endkonzen- 
tration: 0,05%) versetzt und 3 Tage bei 5% CO2 und 37°C kulti- 
viert. Danach wird ein abzentrif ugiertes und in Inosit (oder 
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PBS) aufgenoiranenes Aliquot (100 uD der gut resuspendierten 
Lymphozytensuspension 2 x in isoosmolaler Inositollosung 
(290 mOsm/kg) gewaschen und in 10 ml PBS (phosphatgepuf f erte 
Saline) aufgenommen und sofot im CASYl gemessen. Aus den 
CASY-Histogrammen kann der Anteil der grolien, stimulierten 
Zellen an der Gesamtpopulation berechnet werden. 



14720/PCT Hz/Ri 

PATENTANS PRUCHE 

1. Verfahren zur Gewinnung einer hochgereinigten Alginatzu- 
samensetzung, mit den Schritten: 

- Extrahieren von Algenmaterial oder Rohalginat in einer 
Losung mit einem Komplexbildner , 

- Filtern der Losung, 

- Ausfallen von Alginat aus der Losung, und 

- saitimeln des gefallten Alginats. 

2. verfahren gemali Anspruch 1, bei dem zum Extrahieren als 
Komplexbildner Ethylendiamentetraessigsaure verwendet wird. 

3. Verfahren gemaft Anspruch 1, bei dem das Extrahieren in 
einer Sodalosung erfolgt. 

4. verfahren gemali Anspruch 2 oder 3, bei dem zum Extrahieren 
der Losung Aktivkohie zugesetzt wird. 

5. verfahren gemali einem der vorhergehenden Anspriiche, bei dem 
vor dem Filtern der Losung ein Sedimentieren von Zellbestand 
teilen und Partikeln mit einem porosen Bindemittel aus der 
Losung erfolgt. 

6. verfahren gemalb Anspruch 5, bei dem das Sedimentieren mit 
einem porosen Granulat auf der Basis von Kieselgur, Zellulose 
Oder Recycling-Materialien aus nachwachsenden Rohstoffen er- 
folgt . 

7. Verfahren gemalb einem der vorhergehenden Anspruche, bei dem 
das Filtern mit Tief enf iltern jeweils abnehmender Porengrolie 
erfolgt - 
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8. Verfahren gemali einem der vorhergehenden Anspriache, bei dem 
das Ausf alien von Alginat mit Ethanol erf olgt . 

9. verfahren gemSIi Anspruch 6, bei dem der Ethanolgehalt im 
Bereich von 10-50 % gewahlt ist. 

10. Verfahren gemalJ einem der vorhergehenden Anspriiche, bei 
dem das Sammeln des ausgefallten Alginats durch Aufschaumen 
aus der Losung, durch Dekantieren der Losung oder durch Ruh- 
ren der Losung mit einer Riihr- und Sammeleinrichtung erf olgt. 

11. verfahren gemafi einem der vorhergehenden Anspriiche, bei 
dem das Entwassern des Alginats bei Raumtemperatur erf olgt. 

12. Verfahren gemali einem der vorhergehenden Ansprtiche, bei 
dem nach dem Entwassern das Extrahieren, Filtern, Fallen und 
Entwassern mindestens einmal wiederholt wird. 

13. verfahren gemaJJ einem der vorhergehenden Anspriiche, bei 
dem als Algenmaterial in der Natur vorkommende Algenf rischma- 
terial oder in einem Bioreaktor bzw. Tankanlage kultiviertes 
Algenfrischmaterial oder Algenmaterial aus fusionierten oder 
regenerierten Algenzellen oder kommerzielles Alginat verwendet 
wird . 

14. Verfahren gemali einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
dem als Algenmaterial bestimmte Organ- oder Gewebeteile von 
Algen oder Aigenteile bzw. bestimmte Organ- oder Gewebeteile 
von Algen oder Algenteilen aus bestimmten Stadien des Entwick- 
lungszyklus von Algen verwendet werden. 

15. Verfahren gemali einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
dem als Algenmaterial Braunalgen oder andere alginatproduzie- 
rende Suliwasser- oder Salzwasseralgen verwendet werden. 
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16: Alginatzusaitimensetzung, die als Mischpolymer aus Mannu- 
ronsaure und Guluronsaure besteht, 

dadurch gekennzeichnet, daii im Mischpolymer ein Verhaltnis von 
Mannuronsaure zu Guluronsaure im Bereich von 1% bis 90% gege- 
gen ist und das mittlere Molekulargewicht des Mischpolymers 
groBer als 250 kD ist. 

17. Alginatzusammensetzung, die in wassriger Losung mit einer 
0.1%-igen Konzentration eine Viskositat im Bereich von 10 bis 
15 mPa • s besitzt. 

18. Alginatzusammensetzung, die in wassriger Losung mit einer 
0.5%-igen Konzentration eine Viskositat von 250 bis 300 

mPa • s besitzt. 

19. Alginatzusammensetzung, die in wassriger Losung bei Be- 
leuchtung mit einer Anregungswellenlange von 366 mm im Spek- 
tralbereich von 380 bis 550 nm keine Fluoreszenzemission 
zeigt . 

20. Alginatzusammensetzung, die bei Farbtests mit der Folin- 
Denis-Reagenz oder mit Dimethoxybenzaldehyd keine Einfarbung 
zeigt . 

21. Alginatzusammensetzung, die in wassriger Losung bei Be- 
leuchtung mit einer Anregungswellenlange von 270 nm im Spek- 
tralbereich von 300 bis 500 nm keine Fluoreszenzemission 
zeigt . 

22. Alginatzusammensetzung, die keine mit dem photometrischen 
Proteinnachweis nach Bradford nachweisbaren Proteine enthalt. 

23. Alginatzusammensetzung, die bei Implantation in die Nieren 
von BB/OK-Ratten keine signifikante immunologische Reaktion 
auslost . 
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24. Alginatzusammensetzung, die nach Anwendung des XTT/MTT- 
Tests, Oder der Zellrotationsmethode , oder einer elektrischen 
Zellzahl- und Zellgrolienbestimmung zu keiner nachweisbaren 
Lymphozytenaktivierung f uhrt . 

25. Alginatzusammensetzung gemali einem der Anspruche 16 bis 
24, die nach einem der Verfahren gemafi einem der Anspruche 1 
bis 15 hergestellt ist. 

26. Verwendung einer Alginatzusammensetzung gemafi einem der 
Anspruche 16 bis 25 zur Herstellung von Alginatkapseln oder 
-umhullungen fiir die Transplantationschirurgie und fur andere 
medizinische Anwendungen und fur die Lebensmittelindustrie . 

27. Verwendung einer Alginatzusammensetzung gemaJi einem der 
Anspruche 16 bis 25 zur Herstellung von Alginatkapseln oder 
-umhullungen fiir allogene und xenogene Gewebe . 

28. Verwendung einer Alginatzusammensetzung gemali einem der 
Anspruche 16 bis 25 zur Herstellung von Alginatkapseln oder 
-umhullungen fur Langerhans ■ sche Inseln, Nebenschilddrusenge- 
webe, endokrines Gewebe oder dopamin-sezernierende Zellen. 
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ZUSAMMENFAS SUNG 



Ein Verfahren zur Gewinnung einer hochgereinigten Alginat zusam- 
mensetzung enthalt die Schritte Extrahieren von Algenmaterial 
Oder Rohalginat mit einem Komplexbildner in einer Losung, Sedi- 
mentieren von Zellbestandteilen und Partikeln aus der Losung, 
Filtern der Losung, Ausfallen von Alginat aus der Losung und 
Sairmeln des gefallten Alginats. Eine als Mischpolymer aus Man- 
nuronsaure und Guluronsaure bestehende Alginat zusammensetzung 
besitzt ein Verhaltnis von Mannuronsaure zu Guluronsaure im Be- 
reich von 1% bis 90% und ein mittleres Molekulargewicht bis zu 
Oder oberhalb von 1.000 kD. 
(Fig. 2) 



SB 





LPS-Konzentration (pg) 



2/2 




nm 




VERTRAtAiER DIE INTERNATIONALE ZUW^MENARBEIT 
VtH I «'^«^=^DEM GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regein 43 und 44 PCT) 



09/76285 0 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

14720/PCT Ri 


r— — — — r siehe Mitteilung uber die Ubermitttung des internationalen 
WEITERES Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 99/05867 


Internationales Anmetdedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

12/08/1999 


(Fruhestes) Pnoritatsaatum { i agmonnujanf / 

14/08/1998 


Anmetder 

ZIMMERMANN, Ulrich et al . 





Dieser Internationale Recherchenbericht wurde von der internationalen Recherchenbeharde erstellt und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt _2 Blatter. ^ -r - 

Dieser intgat, ^^^^^ ^^^^^ ^^^^ ^^^^^^ ^^^^ ^.^^^^ ^^.^^ ^^^^^^^^^ ^^^^^^^^^ Stand der Technik be.. 



Grundlage des Berichts 

a 



Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der ^ ternationalen A^^^^^^ in der Sprache 
Sgefu^^^^^^ in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt n.chts anderes angegeben ,st. 

n Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Obersetzung der internationalen 
' — ' Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefCihrt worden. 

Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 
p~| in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 
bei der Behorde nachtragtich in schrittlicher Form eingereicht worden ist. 
bei der Beh6rde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist 



2. 
3. 



□ 
□ 
□ 
□ 

□ 

□ 
□ 



Die Erkiarung dal3 das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbamngsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

Die Erkiarung, daB die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schrifdichen Sequenzprotokoll entsprechen. 
wurde vorgelegt. 

Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 



Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

[X| wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
I I wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



Hinsichtlich der Zusammenfassung 

nn wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. ^ , * * n^r 

^ wurde der Wortlaut nach Reget 38.2b) in der in Feid III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 
n Anmllder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 
— Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 



Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu verdffentlichen: Abb. Nr. 
[X| wie vom Anmelder vorgeschlagen 

I I weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
I I weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



[ I keine der Abb. 



Formblatt PCT/lSA/210 (Blatt 1) (Juli 1998) 



INTERNATIONALE^RECHERCHENBERICHT 



ij^^rnationates Aktenzelchen 

pCT/EP 99/05867 



A KLASSIFIZIERUNG DES ANMELOUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 C08B37/04 



Nach der Internalionalen Patentklassitikation (IPK) Oder nach der nationalen Klassitikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchlerter MindestprOfstoff (Klasslfikationssystem und Klassifikatlonssymbole ) 

IPK 7 COBB 



Rocherchierto aber nicht zum MindestprOfstoH gehorende Verotfentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorte" Bezetehnung der Veroffentllchung, soweit ertorderlich unter Angabe der in Betraoht kommenden Telle 



WO 93 24077 A (THE REGENTS OF THE 

UNIVERSITY OF CALIFORNIA) 

9. Dezember 1993 (1993-12-09) 

Seite 10, Zeile 13 -Seite 11, Zeile 26 

KLOCK G ET AL: "Biocompatibi 1 ity of 
mannuronic acid-rich alginates" 
BIOMATERIALS,GB, ELSEVIER SCIENCE 
PUBLISHERS BV. , BARKING, 
Bd. 18, Nr. 10, Seite 707-713 XP004063784 
ISSN: 0142-9612 

WO 93 16111 A (ZIMMERMANN ULRICH) 
19. August 1993 (1993-08-19) 



Betr. Anspruch Nr. 



1-28 



□ 



Weitere Verotfentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



' Besondere Kategorien von angegebenen Verotfentlichungen 



Verottentllchung, die den allgemeinen Stand der Technik detiniert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 
"E" alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen 

Anmeldedatum verotfentlicht worden ist 
"L" Veroffentllchung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Verottentllchungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 

"P" Verottentllchung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspnjchten Prioritatsdatum verotfentlicht worden ist 



'T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem Internationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum verotfentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidlert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein autgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentllchung mIt einer oder mehreren anderen 
Verotfentlichungen dieser Kategorie in Vertindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann nahellegend ist 

"&" Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 



11. November 1999 



Name und Postanschritt der Internationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt, P. B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Absendedatum des Internationalen Recherchenberlchts 



26/11/1999 



Bevollmachtigter Bediensteter 



Lensen, H 



Fomblatt PCT/ISA/210 (Blatt 2) (Juli 1992) 



INTE^ATIONAL SEARCH REPORT 

in^^iatlon on patent family members 



■national Application No 

FCT/EP 99/05867 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



Patent family 
member(s) 



WO 9324077 



09-12-1993 



WO 9316111 



19-08-1993 



Publication 
date 



US 


5429821 


A 


04-07-1995 


AU 


4409793 


A 


30-12-1993 


CA 


2135770 


A 


12-09-1993 


EP 


0642326 


A 


15-03-1995 


JP 


7507550 


T 


24-08-1995 


US 


5578314 


A 


26-11-1996 


us 


5643594 


A 


01-07-1997 


us 


5693514 


A 


02-12-1997 


DE 


4204012 


A 


19-08-1993 


AT 


150469 


T 


15-04-1997 


DE 


59305882 


D 


24-04-1997 


DK 


626974 


T 


23-06-199 / 


EP 


0626974 


A 


07-12-1994 


ES 


2101299 


T 


01-07-1997 


GR 


3023797 


T 


30-09-1997 


JP 


7503985 


T 


27-04-1995 



Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (July 1992) 



^ 09#r62850 r^ 

VERTRAG UBERDIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM 
vtH MAO u QEBIET DES PATENTWESENS 



I REC-D 0 \ DEC 2000 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRU^UN^EBICHTp^ 

(Artikel 36 und Regel 70 PCX) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
14720/PCT/Vu 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP99/05867 



WEITERES VORGEHEN 



siehe Mitteilung Ober die Ubersendung des intemationalen 
voiiaufigen Prufungstjeiicht (Formblatt PCT/IPEA/416) 



Internationales Anmeldedatum<Tag/MonaWa'"'> 
12/08/1999 



Prioritatsdatunn (Tag/MonaVTag) 
14/08/1998 



Internationale Patentklassiflcation (IPK) Oder nationale Klassifikation und IPK 
C08B37/04 



Anmelder 

ZIMMERMANN, Ulrich et al. 



Dieser internationale vorlaufige PrOfungsbericht wurde von 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaS Artikel 36 ubermittelt 



der mitder Internationale voriSufigen Prufung beauftragte 



Dieser 



BERiCHT umfaBt insgesanfit 6 Blatter einschlie(3lich dieses Deckblatts. 



Diese Aniagen umfassen insgesamt 6 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 
I S Grundlage des Berichts 

ill □ Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuhe.t. erflnderische Tatigkelt und gewerbllche Anwendbarkeit 

IV □ Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

V S Begriindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuhelt, ^er erfinderi«:he Tatigkert und der 

gSSche AnwendbaTkeit; Unterlagen und ErklSrungen zur Stutzung d.eser Feststellung 

VI □ Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

VII □ Bestimmte Mangel der intemationalen Anmeldung 

VIII S Bestimmte Bemerkungen zur intemationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
23/02/2000 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
28.11.2000 


Name und Postanschrift der mit der intemationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

Europaisches Patentamt - P.B. 581 8 Patentlaan 2 
/SSj NL-2280 HV Rijswijk - Pays Bas 

Tel. +31 70 340 - 2040 Tx: 31 651 epo nl 

Fax: +31 70 340 - 3016 


Bevoltmachtigter Bediensteter /i^^*^^^^^^ 
Lensen, H \ # 

Tel. Nr. +31 70 340 2428 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER „,3^3,ona.es Aktenzeichen PCT/EP99/05867 
PRUFUNGSBERICHT 



1 



nicht beigefugt weil sie keine Anderungen enthalten,): 
Beschreibung, Seiten: 



09/08/2000 mit Schreiben vom 09/08/2000 



09/08/2000 mit Schreiben vom 09/08/2000 



^ _3 5^29 ursprungliche Fassung 

4 4a eingegangen am 

Patentanspruche, Nr.: 

^ .27 eingegangen am 

Zeichnungen, Blatter: 

^12 2/2 ursprungliche Fassung 



unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

„e B,s,and,e»e s,anden Bsharde in de, Sprache: , zu, VertOgung bzw. wurden ,n disser Sprache eingsrelch,; 

dabei handelt es sich um 

□ die Spraohe der Obeneuung, die .Or die Zwe*e der i„.ema«o„a,en Reoi^e^he eingereich, wo-den is, (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalenAnmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ ;eSplhederUbe.setzung.diefardleZwecKederlnternat-.^^^^^ 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

□ in der intemationaien Anmeidung in schriftlicher Form enthalten ist. . , , . , 

□ zusammen mit der intemationaien Anmeidung in computerlesbarer Fom, eingere.cht worden .st. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Fomn eingereicht worden .st. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Fomi eingereicht worden .St. 

° s;-r:g^sgSfe^r2s;=-n^^^^^ 

□ Die Erklarung. dass die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen. wurde vorgelegt. 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder .-VIII, Blatl 1) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

prOfungsbericht 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/05867 



4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefalien: 



□ Beschreibung, 

□ Anspriiche, 

□ Zeichnungen, 



Seiten: 

Nr.: 

Blatt: 



eingereichten Fassung hinausgehen (Regei 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter. die seiche Anderungen enthalten. ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 

beizufugen), 

6. Etwaige zusatziiche Bemerkungen: 



1. Feststellung 
Neuheit (N) 

Erfinderische Tatigkeit (ET) 



Ja: Anspruche 1-14 
Nein: Anspruche 15-27 



Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 



Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 

Nein: Anspruche 



1-27 
1-27 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VIII Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder ^^^^^^^^^^^ Frage, ob die Anspruche 
fn vollem Umfang durch die Beschreibung gestiitzt werden, ist folgendes zu bemerken. 
siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-Vlll, Blatt 2) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/05867 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkelt und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erkiarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1) . Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

D1 : WO-A-93/24077 

D2 : Biomaterials, 18 (1997), Seite 707-713 
D3 : WO-A-93/16111 
D4 : US-A-5459054 
D5 : US-A-5622718 

Die Dokumente D4 und D5 wurden im internationalen Recherchenbericht nicht 
angegeben. 

2) . Neuheit (Art. 33(2) PCT : 

D2 offenbart ein Verfahren zur Herstellung einer mitogenfreien Substanz, die nach 
langeren Kontakt mit den lebenden Organismus keine immunologischen Reaktionen 
zeigt und betrifft ein Mischpolymer aus Guluronsaure und Mannuronsaure, wobei die 
molare Zusammensetzung der Rest Mannuronsaure 70% betragt und ein 
Molekulargewicht von 10 bis 50 kD besitzt. Die Zusammensetzung besitzt in waBriger 
Losung mit einer 0.1%-igen Konzentration eine Viskositat von 4.7 mPa.s (siehe Seite 
710, Tabelle 1). Die Alginate sind biokompatibei und konnen angewendet werden bei 
der Transplantationschirurgie. 

Die vorliegende Anmeldung erfullt nicht die Erfordernisse des Artikels 33(2) PCT, weil 
der Gegenstand der Anspruche 15-27 nicht neu ist. 

D3 offenbart eine mitogenfreie Substanz, die Mischpolymere von 10 bis 90 Molprozent 
Guluronsaure und aus jeweils auf 100% erganzend IVIannuronsaure aufweist und die 
ein Molekulargewicht von 10 bis 500 kD besitzen. 

Als erstes ist das Gebiet der Transplantationschirurgie zu enwahnen, bei welchem 
mitogenfreie Substanzen dazu eingesetzt werden konnen, lebende Zellen einer Kapsel 
einzuschlieBen und die Ausiosung immunologischer Reaktionen im Korper des 
Menschen implantieren zu konnen. Als besonders Beispiel wird die Einbringung von 
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insulinerzeugenden Zellen (Insein) in die aus mitogenfreien Substanzen angegeben. 
Die voriiegende Anmeldung erfullt nicht die Erfordemisse des Artikels 33(2) PCT, weil 
der Gegenstand der Anspruche 15-27 niclit neu ist. 

D4 offenbart ein gereinigten Aiginat mit hohem Guluronsaure-Gehalt aus z.B. 
Laminaria oder Lesonia als Ausgangsnnenge (siehe D5 : Seite 6. Zeilen 20-40 wo ein 
Molekulargewicht von 797 kD erwahnt wird). Die Alginate sind frei von phenolahnlichen 
Verbindungen und Endotoxin-frei. Die Alginatzusammensetzung wird venwendet zur 
Herstellung von Alglnatkapseln fur die Transplantationschirurgie. 
Die voriiegende Anmeldung erfullt nicht die Erfordemisse des Artikels 33(2) PCT, weil 
der Gegenstand der Anspruche 15-27 nicht neu ist. 

3) Erfinderische Tatigkeit (Art. 33(3) PCT) : 

Dokument 1 , das als nachstliegender Stand der Technik angesehen wird, offenbart em 
Verfahren, von dem sich der Gegenstand des Anspruchs 1 sich in dadurch 
unterscheidet, daB nach dem Sammein und Entwassem des gefallten Alginats 
mindestens eine Wiederholung der Schritte erfolgt. 

Die mit der vorliegenden Erfindung zu losende Aufgabe kann somit darin gesehen 
werden, daB neue Verfahren zur Gewinnung hochgereinigter Alginate. 
Die in Anspruch 1. der vorliegenden Anmeldung vorgeschlagene Losung kann aus 
folgenden Grunden nicht als erfinderisch betrachtet werden (Artikel 33(3) PCT): 
Aus D1 ist ein Verfahren bekannt bei dem eine Alginatlosung einer Behandlung mit 
einem Komplexbildner und einer Fallungsreaktion mit Athanol ausgesetzt wird. Bei dem 
Extrahieren der Losung wird Aktivkohle zugesetzt. 

Eine Wiederholung von Schritten wird selbstverstandlich zur ein mehr gereinigten 
Produkt. 

D4 offenbart ein gereinigten Aiginat mit hohem Guluronsaure-Gehalt aus z.B. 
Laminaria oder Lesonia als Ausgangsmenge (siehe D5 : Seite 6, Zeilen 20-40 wo ein 
Molekulargewicht von 797 kD enwahnt wird). Die Alginate sind frei von phenolahnlichen 
Vert)indungen und Endotoxin-frei. Die Alginatzusammensetzung wird venwendet zur 
Herstellung von Alglnatkapseln fur die Transplantationschirurgie. 
Die voriiegende Anmeldung erfullt nicht die Erfordemisse des Artikels 33(3) PCT, weil 
der Gegenstand der Anspruche im Hinblick aus dem gesamten technischen Lehre von 
D4 und D1 nicht auf einem erfinderischen Tatigkeit beruht. 
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7u Punkt VIII 

Bestimmte Bemerkungen zur internatlonalen Anmeldung 

Aus der Beschreibung auf Seite 5 geht hervor, daB die folgenden Merkmale fur die De- 
finition der Erfindung wesentlich sind: 

(1) die Herstellung geht aus von sauberem Algenfrishmaterial oder getrocknetem 
Algenmaterial. 

(2) das Algenmaterial wird in Gegenwart Kompleksbildem behandelt. woraus mit 
einem Bindemittel in Form eines Granulats oder einem porosen Material 
Zellbestandteile und Partikel sedimentiert werden. 

Da der unabhangige Anspruch 1 diese Merkmale nicht enthalt, entspricht er nicht dem 
Erfordemis des Artikels 6 PCT in Verbindung mit Regel 6.3 b) PCT, daB jeder 
unabhangige Anspruch alle technischen Merkmale enthalten muB, die fur die Definition 
der Erfindung wesentlich sind. 
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Ein besonderes Problem stellt die Beschrankung auf relativ ge- 
ringe Molekulargewichte dar. So ist beispielsweise aus 
"immobilized Enzymes" von J. Chibata (A Halsted Press Book, 
John Wiley & Sons, 1978) bekannt, daB die Bio-Toxizitat von 
Materialien mit der Zunahme des Molekulargewichts abnimmt . 

SchlieJilich ist auch das oben genannte Verfahren nach P. de 
Vos et al. durch zahlreiche Verf ahrensschritte, einschlieBlich 
einer Sauref allung, dem Einsatz toxischer Chemikalien (Chloro- 
form) , die Verwendung hochkonzentrierten Ethanols (rund 70%) 
und die Anwendung einer Zentrif ugation, Elektrophorese oder 
Gef riertrocknung gekennzeichnet . 

Aus WO-A-93/24077 sind ebenfalls Beschichtungsmaterialien aus 
Alginaten bekannt. Das hier vorgestellte Verfahren geht be- 
reits von Alginaten aus, die im Handel erhaltlich sind. Dieses 
Alginatpraparat wird mit einem Komplexbildner behandelt, um 
die zweiwertigen Metallionen zu entfernen. Die anschlieBende 
Behandlung mit Aktivkohle absorbiert die noch vorhandenen Po- 
lyphenole mit den damit verbundenen Proteinen und Fucoseein- 
heiten. Nach der Behandlung mit Aktivkohle wird das Alginat 
aus der Losung gef all t, gewaschen und dann filtriert, um wei- 
tere Verunreinigungen zu entfernen. Das Molekulargewicht die- 
ser Alginate ist eher im unteren Bereich anzusiedeln, es liegt 
im Bereich von etwa 2 bis 300 kD. 

Mannuronsaure-reiche Alginate sind aus Biomaterials, Band 8, 
1997, Seiten 707 bis 713 bekannt. Dieses Alginat wird aus 
Braunalgen extrahiert und anschlieJiend gereinigt. Das^ Reini- 
gungsverfahren basiert auf der Extraktion von mit Ba^*-Ionen 
vernetzten Alginatperlen (hergestellt aus kohlebehandeltem 
Rohalginextrakt) mit schwachen Sauren, Citrat und Ethanol. An- 
schlieBend wird dann dialysiert, wonach dann das Alginat mit 
Ethanol gefSllt wird. 
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Ein weiterer Nachteil samtlicher Reinigungsverf ahren besteht 
in deren Beschrankung auf die Reinigung kommerziell verfugba- 
rer Rohalginate. Die Verf ahren sind nicht auf Frischmaterial 
Oder geerntete Biomasse anwendbar. Aufierdem sind die Verfahren 
aufgrund der umstandlichen Verf ahrensftihrung, des Energieauf- 
wands und dem Einsatz toxischer Chemikalien fur sine gro^tech- 
nische Anwendung nicht praktikabel. 

Die Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren zur Gewinnung 
hochgereinigter Alginate anzugeben, mit dem die Nachteile her- 
koxnmlicher Reinigungsverf ahren vermieden werden und dxe Her- 
stellung eines hochgereinigten Alginats, insbesondere in groB- 
technischem MaBstab, ermoglicht wird. Die Aufgabe der Erfxn- 
dung ist es auch, ein neuartiges Alginat, insbesondere mxt ex- 
nem gegentiber den herkoironlichen Alginaten erhohten Molekular- 
gewicht, bzw. einer erh5hten Viskositat, anzugeben. 

Diese Aufgabe wird durch ein Verfahren bzw. eine Alginat zusam- 
mensetzung mit den Merkmalen gemSfi den Patentanspriichen 1 bzw. 
16 geiast. Vorteilhafte Ausf uhrungsf ormen und Verwendungen der 
Erfindung ergeben sich aus den abhangigen Anspruchen. 
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ITEUE PATENTANSPRUCHE 

1. verfahren zur Gewinnung einer hochgereinigten Alginatzu- 
samensetzung, mit den Schritten: 

a) Extrahieren von Algenmaterial in einer L5sung mit exnem 
Komplexbildner , 

b) Filtern der Losung, 

c) Ausf alien von Alginat aus der Losung, und 

d) Samrueln und Entwass.rn des gefallten Alginats, wonach dxe 
Schritte a) bis d) mindestens einmal wiederholt werden. 

2 verfahren gemaB Anspruch 1, bei deiu zum Extrahieren als 
Komplexbildner Ethylendiamentetraessigs^ure verwendet wxrd. 

3. verfahren gemaB Anspruch 1, bei dem das Extrahieren in 
einer Sodalosung erfolgt. 

« -.v ,^v, 9 r^Hi^y 3 bei dem zum Extrahieren 

4. Verfahren gemaB Anspruch 2 oder J, oex 

der Losung Aktivkohle zugesetzt wird. 

5 verfahren gemaU einem der vorhergehenden Anspruche, bei dem 
vor dem Filtern der Losung ein Sedimentieren von Zellbestand 
teilen und Partikeln mit einem por5sen Bindemittel aus der 
Losung erfolgt. 

6 verfahren gemaB Anspruch 5, bei dem das Sedimentieren mit 
einem porosen Granulat auf der Basis von Kieselgur, Zellulose 
Oder Recycling-Materialien aus nachwachsenden Rohstoffen er- 

folgt. 
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7 verfahren gemali einem der vorhergehenden Anspruche, bei dem 
das Filtern mit Tief enf iltern jeweils abnehmender PorengroBe 
erfolgt. 

■8. verfahren gemali einem der vorhergehenden Anspruche, bei dem 
das Ausf alien von Alginat mit Ethanol erfolgt. 

9. verfahren gemali Anspruch 8, bei dem der Ethanolgehalt im 
Bereich von 10-50 % gewahlt ist. 

10. verfahren gemali einem der vorhergehenden AnsprUche, bei 
dem das Sarroneln des ausgefallten Alginats durch Aufschaumen 
aus der L5sung, durch Dekantieren der Losung oder durch Ruh- 
ren der Losung mit einer Ruhr- und Sammeleinrichtung erfolgt. 

11 verfahren gemali einem der vorhergehenden Anspruche, bei dem 
das Entwassern des Alginats bei Raumtemperatur erfolgt. 

12 verfahren gemaft einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
dem als Algenmaterial in der Natur vorkommende Algenf rischma- 
terial oder in einem Bioreaktor bzw. Tankanlage kultiviertes 
Algenfrischmaterial oder Algenmaterial aus fusionierten oder 
regenerierten Algenzellen verwendet wird. 

13. verfahren gemali einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
dem als Algenmaterial bestimmte Organ- oder Gewebeteile von 
Algen oder Algenteile bzw. bestimmte Organ- oder Gewebeteile 
von Algen oder Algenteilen aus bestiir^ten Stadien des Entwick- 
lungszyklus von Algen verwendet werden. 

14 verfahren gemafi einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
dem als Algenmaterial Braunalgen oder andere alginatproduzie- 
rende SuBwasser- oder Salzwasseralgen verwendet werden. 
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15. Alginatzusammensetzung, die als Mischpolymer aus Mannu- 
ronsaure und Guluronsaure besteht, 

dadurch gekennzexchnet, daB im Mischpolymer ein Verhaltnis von 
Mannuronsaure zu Guluronsaure im Bereich von 1% bis 90% gege- 
gen ist und das mittlere Molekulargewicht des Mischpolymers 
grOlier als 350 kD ist. 

16. Alginatzusammensetzung nach Anspruch 15, die in wassriger 
Losung mit einer 0. 1%-igen Konzentration eine Viskositat im 
Bereich von 10 bis 15 mPa • s besitzt. 

17. Alginatzusammensetzung nach Anspruch 15, die in wassriger 
Losung mit einer 0. 5%-igen Konzentration eine Viskositat von 
250 bis 300 mPa • s besitzt. 

18. Alginatzusammensetzung nach Anspruch 15, die in wassriger 
Losung bei Beleuchtung mit einer Anregungswellenlange von 366 
mm im Spektralbereich von 380 bis 550 nm keine Fluoreszenz- 
emission zeigt. 

19. Alginatzusammensetzung nach Anspruch 15, die bei Farbtests 
mit der Folin-Denis-Reagenz oder mit Dimethoxybenzaldehyd kei- 
ne Einfarbung zeigt. 

20. Alginatzusammensetzung nach Anspruch 15, die in wassriger 
Losung bei Beleuchtung mit einer Anregungswellenlange von 27 0 
nm im Spektralbereich von 300 bis 500 nm keine Fluoreszenz- 
emi s s ion zeigt . 

21. Alginatzusammensetzung nach Anspruch 15, die keine mit dem 
photometrischen Proteinnachweis nach Bradford nachweisbaren 
Proteine enthalt. 
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22. Alginatzusammensetzung nach Anspruch 15, die bei Implanta 
tion in die Nieren von BB/OK-Ratten keine signifikante immuno- 
logische Reaktion auslost. 

23. Alginatzusammensetzung nach Anspruch 15, die nach Anwendung 
des XTT/MTT-Tests, oder der Zellrotationsmethode, oder einer 
elektrischen Zellzahl- und Zellgrofienbestimmung zu keiner 
nachweisbaren Lymphozytenaktivierung fiihrt. 

24. Alginatzusammensetzung gemali einem der AnsprUche 15 bis 22, 
die nach einem der Verfahren gemSB einem der Anspriiche 1 bis 

14 hergestellt ist. 

25. Verwendung einer Alginatzusammensetzung gemSB einem der An- 
spriiche 15 bis 24 zur Herstellung von Alginatkapseln oder 
-umhailungen fur die Transplantationschirurgie und fiir andere 
medizinische Anwendungen und fur die Lebensmittelindustrie . 

26. Verwendung einer Alginatzusammensetzung gemSB einem der An- 
sprache 15 bis 24 zur Herstellung von Alginatkapseln oder 
-lamhiillungen fiir allogene und xenogene Gewebe. 

27. Verwendung einer Alginatzusammensetzung gemSB einem der 
Anspriiche 15 bis 24 zur Herstellung von Alginatkapseln oder 
-umhullungen fiir Langerhans • sche Inseln, Nebenschilddrtisenge- 
webe, endokrines Gewebe oder dopamin-sezernierende Zellen. 
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